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ETUDES   ENZYMATIQUES 

PAR 
S.  P.  L.  S0RENSEN. 


Au  cours  de  ces  six  dernieres  annees,  il  a  ete  execute  dans 
.  notre  laboratoire,  par  mes  aides  et  moi-meme,  une  serie  de 
recherches  relatives  a  la  methodologie  des  scissions  enzymatiques 
et  plus  particulierement  proteolytiques. 

Comme  ces  recherches  se  touchent  sur  bien  des  points,  elles 
seront  publiees  sous  le  titre  commun  ci-dessus,  au  fur  et  a  mesure 
que  nous  serons  arrives  a  des  resultats  relativement  definitifs. 
Le   present   memoire  constitue    la  premiere    partie  de  cette  serie. 

1.    Sur  la  mesure  quantitative  des   scissions   pro- 
teolytiques.   „Titration  au  formol". 

A.    Methodes  jusqii  ici  employees. 

Par  proteolyse  ou  scission  proteolytique  on  comprend,  on  le 
sait,  un  dedoublement,  produit  au  moyen  d'une  enzyme  pro- 
teolytique, d'une  proteine  —  vraie  ou  en  partie  scindee  —  en  com- 
binaisons  moins  compliquees.  Par  une  pareille  scission  les  pro- 
prietes  physiques  des  solutions  en  presence  (pouvoir  de  coagulation, 
viscosite,  conductibilite  electrique,  pouvoir  de  rotation  vis-a-vis 
de  la  lumiere  polarisee,  etc.)  subissent  en  general  des  change- 
ments;  et  il  en  est  de  meme  de  la  maniere  dont  elles  se  com- 
portent  vis-a-vis  de  certains  precipitants  (acides,  sels  m^talliques, 
reactifs  des  alcaloides  tels  que  I'acide  tannique,  I'acide  phospho- 
tungstique,  etc.  —  chlorure  de  sodium,  sulfates  de  magnesium, 
de  zinc,  d'ammonium,  etc.).  Comme  mesure  quantitative  de 
I'etendue  de  la  scission  on  emploie  ordinairement  le  changement 
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produit  par  la  proteolyse  d'une  propriete  physique  convenable- 
ment  choisie,  ou  bien  le  changement  ayant  eu  lieu  vis-a-vis  d'un 
reactif  convenable  de  precipitation.  II  est  evident  que  toute 
methode  pareille  souffre  de  ce  defaut  principal  que  ce  qu'on 
mesure  est  different  de  ce  qu'on  se  propose  de  mesurer. 

Supposons  par  exemple,  que  dans  un  volume  determine  d'une 
solution  donnee,  ayant  une  teneur  en  azote  de  52  mgr.,  il  y  ait  au 
debut  de  la  proteolyse  7  mgr.  d'azote  non  precipitable  par  I'acide 
tannique,  tandis  qu'apres  6  heures  de  proteolyse  il  s'y  trouve 
25  mgr.  et  qu'au  bout  de  six  jours  de  proteolyse  on  constate 
une  teneur  de  42  mgr.  en  azote  non  precipitable  par  I'acide 
tannique  (Comparez  tableau  27,  p.  50).  De  ces  donnees  on  tirera 
necessairement  la  conclusion  que  pendant  les  6  premieres  heures 
(pendant  lesquelles  I'augmentation  de  I'azote  non  precipitable  par 
I'acide  tannique  est  de  18  mgr.)  I'etendue  de  la  scission  doit 
avoir  ete  du  moins  aussi  grande  que  pendant  les  6  jours  qui 
suivaient  (pendant  lesquels  I'augmentation  n'est  que  de  17  mgr.). 
Mais,  comme  on  le  verra  plus  loin,  cette  conclusion  ne  corre- 
spond pas  a  la  realite  des  faits.  En  effet,  elle  impliquerait  pre- 
mierement  I'hypothese  que  la  partie  precipitable  par  I'acide  tan- 
nique a  la  fin  de  la  reaction  n'a  subi  aucune  influence  au  cours 
de  la  proteolyse.  En  second  lieu,  on  serait  de  meme  amene  a 
supposer  que  les  produits  de  scission  non  precipitables  par  I'acide 
tannique  ne  seraient  pas  susceptibles  d'une  scission  ulterieure 
par  I'enzyme.  Mais  il  est  indubitable  que  ces  suppositions  sont 
entachees  d'erreurs.  Ce  qu'on  desire,  c'est  de  mesurer  I'etendue 
de  la  proteolyse;  mais  en  realite  on  arrive  a  mesurer  la  quantite 
de  proteine  presente  dont  la  scission  a  depasse  une  limite  de- 
terminee.  Comme  cette  limite  varie  d'un  reactif  a  I'autre,  ce  que 
Ton  pent  obtenir  au  moyen  de  divers  precipitants  (comme  I'a 
fait  d'une  maniere  systematique  H.  Schjerning)  ou  bien  encore 
en  utilisant  la  precipitation  fractionnee  (ainsi  que  I'ont  fait  notam- 
ment  Hofmeister  et  ses  eleves),  ce  sont  des  renseignements 
precieux  sur  I'etendue  d'une  semblable  proteolyse,  mais  d'une 
mesure  reelle  il    n'est  pas  du  tout  question. 

A  plus  forte  raison  ceci  est-il  plus  vrai  lorsqu'il  s'agit  de  deter- 
miner le  changement  subi  par  une  propriete  physique  quelconque, 
etant  donne  qu'il  est  souvent  arbitraire  de  supposer  que  la  grandeur 
du  changement  est  proportionelle  a  I'etendue  de  la  scission.  Cette 
methode  de  mesure  ne  pent  donner  des  resultats  exacts  que  dans 


le  cas  oil  il  s'agit  de  scissions  de  combinaisons  dont  la  nature  et 
la  quantite  des  produits  de  scission  sont  connues,  de  telle  fac^on 
qu'il  serait  possible  de  determiner  a  I'avance  la  maniere  dont  se 
comporteraient  des  melanges  arbitrairement  choisis  de  la  sub- 
stance et  de  ses  produits  de  scission.  Ceci  s'applique,  entre 
autres,  aux  recherches  recemment  publiees  par  H.  Euler^)  sur  la 
scission  erepsique  de  la  glycylglycine  (mesure  du  coefficient 
de  conductibilite  electrique  apres  addition  d'une  quantite  con- 
venable  d'une  solution  de  soude)  de  meme  qu'a  la  methode  de 
E.  Abderhalden  et  de  A.-H.  Koelker^)  pour  la  mesure  des 
actions  proteolytiques  (scission  des  polypeptides  optiquement  ac- 
tives et  mesure  des  variations  du  pouvoir  rotatoire).  II  est  vrai 
que  dans  certains  cas  donnes,  ces  methodes  peuvent  rendre  de 
tres  reels  services,  mais  on  ne  pent  les  appliquer  que  dans  des 
limites  relativement  restreintes. 


B.    Titration  an  foniiol. 

I.  Principe  de  la  methode.  Bien  que  les  formules  ration- 
nelles  des  substances  proteiques  soient  tout  a  fait  inconnues,  on 
est  presque  certain  maintenant  qu'une  partie  tres  importante, 
voire  meme  de  beaucoup  la  plus  essentielle,  de  la  molecule  pro- 
teique  est  composee  d'acides  amines  lies  ensemble  par  des  forma- 
tions d'anhydrides  entre  les  groupes  carbox}'le  et  amine  (liai- 
sons peptidiques).  II  est  egalement  indubitable  que  la  reaction 
chimique  la  plus  essentielle  ayant  lieu  dans  une  scission  proteo- 
lytique,  consiste  en  une  hydrolyse  avec  rupture  de  liaisons  pepti- 
diques, et  avec  formation  de  groupes  carboxyles  et  amines. 
Qu'il  en  soit  reellement  ainsi,  c'est  ce  qui  a  ete  demontre  pour 
les  polypeptides  par  les  recherches  initiatrices  de  E.Fischer  et 
de  ses  collaborateurs;  et  en  ce  qui  concerne  les  peptones  et  al- 
bumoses  un  peu  plus  compliquees,  une  conception  analogue  est 
la  seule  qui  soit  naturelle.  Par  contre,  dans  les  vraies  substances 
proteiques,  ainsi  que  dans  leurs  premiers  produits  de  decomposi- 
tion, entrent  probablement,  en  sus  du  noyau  contenant  des  acides 
amines,  encore  de  plus  petites  quantit^s  appartenant  a  d'autres 
groupes,  de  la  liaison  desquels  avec    les   acides    amines  nous  ne 


')  Svenska  Vetenskapsakad.  Arkiv  f.  Kemi,  Miner,  ocli  Clcolotji  2  Nr.  31  (,1906  , 

Zcitschr.   physiol.   Chcm.   51,  213   (1907). 
')  Zeitschr.  physiol.   Clicin.   51,  294  (1907). 
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Savons  jusqu'ici  que  fort  peu  de  chose,  de  meme  qu'en  ce  qui 
concerne  la  maniere  dont  ils  se  comportent  vis-a-vis  des  enzymes 
proteolytiques.  Abstraction  faite  de  ce  qui  vient  detre  dit, 
il  s'ensuit  done  qu'il  y  a  lieu  de  concevoir  une  scission 
proteolytique  comme  etant  une  hydrolyse  avec  forma- 
tions de  groupes  carboxyles  et  amines;  une  mesure 
quantitative  rationnelle  de  I'etendue  de  la  scission 
devra  viser  a  doser  la  quantite  des  groupes  carboxyles 
ou  amines  formes  par  la  proteolyse  etudiee. 

Cest  en  partant  de  ce  point  de  vue  que  j'ai  entrepris  de 
nombreuses  experiences  dans  le  but  de  determiner,  d'une  part, 
la  quantite  des  groupes  amines,  d'autre  part,  apres  fixation  con- 
venable  des  groupes  amines,  la  quantite  des  groupes  carboxyles 
existant  dans  un  melange  de  produits  de  decomposition  pro- 
teolytiques. Ce  ne  sont  que  des  experiences  dirigees  dans 
ce  dernier  sens  qui  ont  donne  des  resultats  satisfaisants.  En 
effet,  j'estime  pouvoir  en  conclure  qu'  apres  addition  de  for- 
mol  (syn.  aldehyde  formique,  aldehyde  methylique,  methanal  , 
addition  qui  trans  forme  les  groupes  amines  en  combi- 
naisons  methyleniques,  il  est  possible  de  determiner  par 
les  met  ho  des  titrimetriques,  la  teneur  en  groupes 
carboxyles  avant  et  apres  la  proteolyse,  de  meme 
qu'a  un  moment  quelconque  de  celle-ci.  L'augmentation 
trouvee  du  nombre  des  groupes  carboxyles  represente  alors 
I'etendue  de  la  proteolyse,  et  cette  augmentation  pent  evidem- 
ment  etre  exprimee  par  une  quantite  correspondante  de  solution 
de  baryte  normale  an  ^/s.  Cependant,  en  supposant  qua  chaque 
groupe  carboxyle  libere  corresponde  un  groupe  amine  libere, 
I'etendue  de  la  proteolyse  pent  etre  exprimee  par  milligrammes 
d'azote,  ce  qui  dans  un  grand  nombre  de  cas  est  ce  qu'il  y  a 
de  plus  pratique:  le  nombre  de  centimetres  cubes  de  solution 
de  baryte  au  ^/s  multiplie  par  2,8,  donnera  directement  la  quan- 
tite d'azote. 

2.  Recherches  de  Schiff.  Cest  H.  Schiff^)  qui  dans 
une  serie  de  travaux  remarquables  a  le  premier  etudie  d'une  ma- 
niere approfondie  la  propriete  que  possede  le  formol  de  provoquer 
la  fonction  acide  des  substances  telles  que  les  proteines  et  les 
acides  amines.     Schiff  a  non  seulement  demontre  que  les  solu- 


Vi   Ann.  der  Chemic  310,  25   '1899;;  319,  59  et  287     1901);   325,  348  (1902^ 
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tions  a  reaction  neutre  de  ces  substances  donne  une  reaction 
acide  par  addition  de  formol  neutralise;  mais  en  partant  de  cer- 
tains acides  amines  des  plus  connus,  il  a  encore  prepare  a  I'etat 
pur  leurs  combinaisons  methyleniques  formees  par  Taction  du 
formol.  De  plus,  il  a  montre  qu'apres  scission  au  moyen  d'une 
solution  diluee  de  potasse,  et  apres  neutralisation  du  liquide 
par  I'acide  chlorhydrique,  la  colle  (gelatine)  apres  addition  de 
formol  demande  pour  sa  neutralisation  une  plus  grande  quantite 
de  base  qu'avant  la  scission.  11  appert  done  que  les  recherches 
de  Schiff  renferment  tous  les  elements  requis  pour  I'elaboration 
d'une  methode  de  mesure,  telle  que  celle  dont  il  est  question 
dans  le  present  memoire.  Si  ni  Schiff  lui-meme  ni  d'autres 
savants  ne  Font  fait,  la  raison,  selon  moi,  doit  en  etre  attribuee 
a  la  nature  meme  des  resultats  qu'ont  donne  les  experiences 
de  Schiff.  Ceux-ci  prouvent,  en  effet,  que  la  distinction  etablie 
entre  la  fonction  amine  et  la  fonction  acide  est  incomplete  et 
depend  a  un  haut  degre  des  quantites  d'eau  et  de  formol  en 
presence.  A  titre  d'exemple,  je  vais  mentionner  quelques  resul- 
tats obtenus  par  Schiff  relativement  a  I'alanine.  En  dissolvant 
0='',o89  d'alanine  (i  molecule  mgr.)  dans  les  quantites  d'eau  sui- 
vantes  et  ajoutant  0'='=,2  de  formol  a  40  °/o,  il  a  ete  consomme  ce 
qui  suit  (I'indicateur  employe  etant  la  phenolphtaleine): 

I'^'^j  de  solution  de  potasse  au  V/io  pour  une  quantite  d'eau  de  o",5. 

5«  9               —                    —  —  _  I  CO. 

4'S9               _                    _  _  _  4«5. 

o-<=,8  de  solution  norm,  de  potasse  —  —  i  cc. 

o",75              —                    —  —  —  3  cc. 

o'=<=,6               —                   —  —  —  6  cc. 

o<=S5               —                    —  —  _  9  cc. 

0=<=,4               —                    —  —  —  12  cc. 

0",3                —                     —  —  —  18  cc. 

0'<^,2                —                    —  —  —  24  cc. 

II  ressort  done  que,  meme  quand  on  se  sert,  pour  la  titra- 
tion, dune  solution  normale  de  potasse,  la  consommation  de 
cette  substance  pour  une  concentration  convenable  de  I'acide 
amine  (environ  10  cc.  d'eau,  correspondant  a  une  solution  a  env. 
Vio  norm.)  nest  que  la  moitie  de  celle  que  Ion  a  calculee.  Or, 
c'est  la  un  inconvenient  auquel  on  ne  saurait  remedier  qu'cn 
partie,  par    une    addition    ullericure    de    formol,     C'est    ainsi  que 


par  I'emploi  de  la  meme  quantite  d'alanine  et  de  6  cc.  d'eau, 
mais  avec  les  quantites  ci-apres  indiquees  de  formol,  Schiff  a 
trouve  une  consommation  de 

o=%7i  de  solution  normale  de  potasse  par  emploi  de  i  cc.  de  formol 
O-^^Ss  —  —  —  i«,5        — 

0^,87  —  —  —  2  cc.        — 

et  une  addition  nouvelle  de  formol  est  restee  sans  effet. 

On  a  pu  atteindre  a  peu  pres  la  meme  limite  par  augmenta- 
tion de  la  quantite  de  formol,  meme  alors  que  la  dilution  etait 
plus  grande.  C'est  ainsi  que,  pour  une  molecule  mgr.  d'alanine 
dissoute  dans   18  cc.  d'eau,   il  a  ete  consomme 

0'='=,47  de  solution  normale  de  potasse  par  emploi  de  i  cc.  de  formol 
0'=<=,65  — .  —  —  2  — 

0",78  —  —  —  3  - 

o",88  -  —  —  4  — 

0=^90  —  —  —  5  — 

et  une  nouvelle  addition  de  formol  est  restee  sans  effet. 

Les  autres  acides  amines  qu'il  a  soumis  a  I'examen,  se  sont 
comportes  d'une  fagon  entierement  analogue,  bien  qu'ils  n'aient 
pas  tous  donne  des  deviations  tout  a  fait  aussi  grandes  que 
I'alanine.  Mais  il  est  evident  qu'une  methode  de  titration  tant 
soit  peu  exacte  ne  pourrait  que  tres  difficilement  reposer  sur  les 
experiences  precedentes. 

3.  Influence  de  la  teneur  en  ions  hydrogene.  La 
reaction  etablie  par  Taction  du  formol  sur  un  acide  amine,  par 
exemple  I'alanine: 

CH,  CH3 

I  I 

CH  •  NH.  +  HCOH  =  CH  •  N:  CHo  +  HoO 

I      "  I        "     ' 

COOH   4-  KOH    COOK     +  HgO 


sera  reversible  et  aboutira  a  un  etat  d'equilibre  dependant  de  la 
quantite  des  substances  en  jeu.  Schiff  n'a  cependant  pas  tenu 
compte  de  I'hj'droxyde  de  potassium  present  ou,  en  d'autres 
termes,  de  la  concentration  des  ions  hydroxyle  au  point  de  virage 
de    I'indicateur    utilise.     En    eftet,  Schiff  ecrit  ce  qui  suit^:   »ln 

^)   Ann.   der  Cheinie  319,  73  (1901). 


dem  Endsystem  ist  also  Wasser,  Formaldeh5^d,  Alanin  und  Kalium- 
methylenalanin  vorhanden;  es  sind  aber  alle  Grundwerthe  zur 
genauen  Berechnung  dieser  Componenten  gegeben«.  II  est  evi- 
dent qu'une  diminution  de  la  quantite  d'eau  et  qu'une  augmenta- 
tion de  la  quantite  de  formol  fera  marcher  la  reaction  de  gauche 
a  droite;  mais  une  augmentation  de  la  quantite  d'hydroxyde  de 
potassium  produira  le  meme  efi'et. 

Ainsi  qu'il  ressort  de  recherches  plus  recentes  (notamment 
de  celles  qui  ont  ete  faites  par  Friedenthal  et  Salm),  sur 
lesquelles  nous  aurons  {'occasion  de  revenir  dans  un  memoire 
ulterieur,  les  divers  indicateurs  virent  a  des  concentrations  des 
ions  hydrogene,  ou  si  Ton  veut,  a  des  concentrations  des  ions 
hydroxyle  tres  differentes  les  unes  des  autres.  On  pent  done 
avoir  soin  qu'a  la  terminaison  de  la  titration  on  trouve  exacte- 
ment  la  concentration  des  ions  hydrogene  desiree,  pourvu  que 
Ton  emploie  un  indicateur  qui  vire  justement  a  cette  concentra- 
tion. II  ressort  avec  evidence  de  ce  qui  precede  qu'une  aug- 
mentation de  la  concentration  des  ions  hydroxyle  ou,  ce  qui 
revient  au  meme,  une  diminution  de  la  concentration  des  ions 
hydrogene,  fera  marcher  la  reaction  en  question  de  gauche  a 
droite,  determinant  ainsi  une  consommation  ulterieure  d'hydroxyde 
de  potassium.  II  faut  done  pour  la  titration  avoir  recours  a  un 
indicateur  virant  a  une  concentration  des  ions  hydrogene  in- 
ferieure  a  celle  a  laquelle  la  phenolphtaleine  passe  de  I'etat  in- 
colore  a  la  teinte  rose,  ce  qui  s'accorde  parfaitement  avec  ce  fait 
constate  par  Schiff,  que  les  deviations  du  calcul  sont  encore 
plus  grandes  quand  on  emploie  le  tournesol  (virant  a  une  con- 
centration des  ions  hydrogene  d  env.  io~'')  ^)  qu'elles  ne  le  sont 
quand  on  se  sert  de  la  phenolphtaleine  (virant  a  une  concentra- 
tion des  ions  hydrogene  d'env.   io~^"^). 

Ce  que  nous  venons  de  dire  sera  beaucoup  mieux  mis  en 
lumiere  par  un  exemple,  que  j'ai  choisi  parmi  les  experiences 
decrites  dans  la  partie  experimentale.  Si  Ton  ajoute  a  20  cc. 
d'eau,  d'abord  les  quantites  de  formol  et  de  phenolphtaleine 
employees  dans  toutes  les  experiences  mentionnees  dans  la 
suite  (voir  p.  21)  et  ensuite  une  solution  de  baryte  au  ^/s  jusqu'a 
ce  que  le  liquide  prenne  une  teinte  rose  faiblo,   mais  appre- 


*•)    I^e  symbole  n   (sigiiifiaiU  normal)  est    omis    ici   comme   pariout   dans   la   suite; 
jiar  cons^iiiient,    lO""'  signifie  nonnni   au    lo~'. 
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ciable  cependant  (premiere  phase),  la  concentration  des  ions 
hydrogene  de  cette  solution  sera  de  lO"^-^  — IQ-^*  ^).  Si  Ton 
ajoute  ulterieurement  une  goutte  de  Bar.  (signifiant  ici  et  dans 
la  suite,  une  solution  d'hydroxyde  de  baryum  normale  au  Vs), 
le  liquide  prendra  une  couleur  rouge  faible  mais  distincte 
(deuxieme  phase).  La  concentration  des  ions  hydrogene  n'est 
maintenant  que  de  lO-*'^— lO'^-^  et  quand  on  ajoute  encore  2 
gouttes  de  Bar.,  ce  qui  donne  au  liquide  une  couleur  rouge 
tres  vif  (troisieme  phase),  la  concentration  des  ions  hydrogene 
s'abaissera  jusqu'a  lO'^*'— IQ-^'^  Un  acide  fort  donnera  des  re- 
sultats  analogues,  tandis  que,  en  general,  les  solutions  des  acides 
t'aibles,  tels  que  les  combinaisons  methyleniques  des  acides 
amines,  se  comportent  differemment.  C'est  ainsi  que  dans  le 
cas  ou  Ton  employait  pour  I'experience  20  cc.  d'une  solution  au 
Vio  d'alanine  (voir  la  partie  experimentale,  p.  26),  avec  les  memes 
quantites  de  formol  et  de  phenolphtaleine  que  plus  haut,  il  deve- 
nait  difficile  de  titrer  jusqu'a  la  premiere  phase  ci-dessus  indiquee, 
c'est-a-dire  jusqu'a  celle  qui  se  revele  par  la  teinte  rose  faible, 
parce  qu'ici  le  virage  n'etait  pas  bien  net;  I'addition  de  deux 
ou  trois  gouttes  de  Bar.  ou  d'acide  chlorhydrique  ne  semblait 
pas  exercer  une  influence  essentielle  sur  I'intensite  de  la  couleur. 
Cela  marchait  mieux  lorsque  Ton  ajoutait  une  solution  de  bar\-te 
au  ^/s  jusqu'a  ce  que  le  liquide  eiit  pris  la  meme  couleur  rouge 
bien  accusee  que  le  liquide,  dans  la  deuxieme  phase  de  la  titration, 
presentait  dans  I'experience  faite  en  utilisant  de  I'eau  pure  (I'ex- 
perience de  controle);  on  eut  alors  un  virage  bien  prononce  par 
0",i    de   solution    titree;    mais  la  consommation  totale  de  baryte 


',  Toules  les  concenlralions  des  ions  hydrogene  mentionnees  dans  le  present 
memoire  ont  eie  deterininees  par  une  methode  colorimetrique  elaboree  dans 
notre  laboratoire,  et  dont  je  donnerai  la  description  dans  un  memoire  pro- 
chain.  II  faut  seulement  remarquer  ici  que,  d'ordinaire,  on  egale  a  lO~" 
le  produit  des  concentrations  des  ions  hydrogene  et  des  ions  hydroxyle  dans 
des  solutions  aqueuses  a  25°,  de  sorie  qu'une  solution  neutre  a  25"  aura 
une  teneur  en  ions  hydrogene  aussi  bien  qu'une  concentration  des  ions  hy- 
droxyle de  io~'.  A  18",  temperature  a  laquelle  les  mesures  des  concentra- 
tions des  ions  hydrogene  ont  ete  execulees  dans  notre  laboratoire.  le  produit 
ci-dessus  indique  est  un  peu  moindre;  ordinairement  on  le  suppose  etre 
egal  a  0,64  X  lo~",  tandis  qu'une  serie  de  mesurages  entrepris  par  S.  Pa- 
li tzsch  et  moi-meme  ont  donne  environ  0,8  X  io~"  ou  lo""'".  Par 
consequent,  pour  une  concentration  des  ions  hydrogene  quelconque  on  pourra 
calculer  la  concentration  des  ions  hydroxyle  en  divisant  lo~",  ou  plus  exacte- 
jQ— HI    pjjj.  ]^  concentration  des  ions  hydrogene  donnee. 


n'etait  que  de  9""'^,35,  tandis  que  pour  20 cc.  de  solution  d'alanine 
au  ^/lo  le  calcul  avait  donne  10  cc.  On  put  de  meme  constater 
qu'une  addition  ulterieure  de  deux  gouttes  de  Bar.  ne  determi- 
nait  pas  le  meme  virage  prononce  dans  I'essai  relatif  a  I'alanine  que 
dans  I'experience  de  controle,  ce  a  quoi  Ton  aurait  du  s'attendre, 
si  les  deux  gouttes  de  Bar.  seulement  augmentaient  la  concentra- 
tion des  ions  hydroxyle  dans  les  deux  cas.  Ceci  n'est  evidem- 
ment  pas  le  cas  pour  I'alanine :  Des  que  la  concentration  des 
ions  hydroxyle  s'eleve,  I'equilibre  sera  rompu,  et  la  reaction  mar- 
chera  de  gauche  a  droite  (voir  I'equation  p.  6)  avec  consomma- 
tion  de  baryte,  et  ce  n'est  que  lorsque  la  reaction  sera  complete- 
ment  achevee  qu'une  addition  ulterieure  de  baryte  produira  le 
meme  changement  de  la  concentration  des  ions  hydroxyle  (et 
partant  de  I'intensite  de  la  coloration)  et  dans  I'essai  a  I'alanine 
et  dans  I'experience  de  controle.  Dans  I'exemple  cite  ici  on  a 
constate  que  ce  n'est  qu'apres  une  addition  ulterieure  de  0'='^,55 
de  Bar.  que  la  solution  d'alanine  presentait  la  meme  intensite  de 
couleur  que  determinaient  deux  gouttes  dans  I'experience  de 
controle;  mais  aussi  la  consommation  totale  de  baryte  correspon- 
dait-elle    maintenant,  a  tres  peu  de  chose  pres,  aux  calculs. 

Quant  aux  autres  acides  amines,  ils  se  comportent  d'une  ma- 
niere  analogue  a  I'alanine.  Par  titration  dans  les  conditions  indi- 
quees  plus  loin  (voir  p.  21)  jusqu'a  apparition  d'une  teinte  rose 
faible  (premiere  phase  p.  7),  le  virage  etait  peu  prononce. 
Quand  on  titrait  jusqu'a  ce  que  la  solution  prit  une  couleur 
rouge  faible  mais  distincte  (deuxieme  phase  p.  8),  le  point 
de  virage  pouvait  d'ordinaire  etre  etabli  avec  une  exactitude 
suffisante;  toutefois  la  consommation  en  hydroxyde  de  bar\-um 
etait  souvent  un  peu  inferieure  aux  calculs.  Enfin,  quand  on 
titrait  jusqu'a  apparition  dune  couleur  rouge  tres  vif  (troisieme 
phase  p.  8),  la  consommation  d' hydroxyde  de  baryum  etait  a 
peu  pres  egale  a  celle  qu'avait  donnee  le  calcul. 

Dans  ces  conditions  il  vient  immediatement  a  la  pensce 
d'avoir  recours  a  un  autre  indicateur  que  la  phcnolphtaleine; 
aussi  ai-je  essaye  d'en  employer  plusieurs  dont  les  points  de  vi- 
rage correspondent  a  des  concentrations  des  ions  h}drogene  en- 
core plus  faibles  que  celle  a  laquelle  vire  la  phcnolphtaleine; 
mais  ce  n'est  qu'un  seul  que  j'ai  trouve  utilisablc,  a  savoir  la 
thymolphtalcine,  qui  en  solution  acide  est  incolore,  tandis 
qu'en  solution  alcaline  elle  est  bleue.     Cependant  la  thymolphta- 
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leine  est  nioins  soluble  dans  I'alcool  dilue  que  la  phenolphta- 
leine;  c'est  pourquoi  il  est  necessaire  d'ajouter  avant  la  titration 
un  peu  d'alcool  (voir  p.  22),  parce  que  sans  cela  I'indicateur  se 
separera  en  tout  ou  en  partie,  ce  qui  rendra  evidemment  impos- 
sible toute  comparaison  de  I'intensite  des  couleurs. 

Du  reste,  la  titration  est  executee  d'apres  le  meme  principe  que 
nous  venons  d'indiquer  pour  la  titration  a  la  phenolphtaleine.  On 
prepare  une  liqueur  de  controle  avec  20  cc.  d'eau  et  des  doses  deter- 
minees  d'un  melange  de  formol,  d'alcool  et  de  thymolphtaleine,  puis 
on  ajoute  a  cette  liqueur  une  solution  de  bar\te  au  ^/s  jusqu'a  ce 
que  le  liquide  devienne  opalescent  avec  une  teinte  legere- 
ment  bleuatre  (la  teneur  en  ions  hydrogene  sera  alors  d'en- 
viron  io~^'*);  une  addition  ulterieure  de  2  gouttes  de  Bar.  don- 
nera  une  coloration  bleue  faible  mais  bien  apparente  (con- 
centration des  ions  h>drogene:  io~^*^  — 10~^*'),  et  enfin,  si  Ton 
ajoute  encore  2  gouttes  de  Bar.,  on  obtiendra  une  belle  cou- 
leur  bleue  (concentration  des  ions  hydrogene:  env.  io~^'').  Les 
solutions  a  examiner  sont  titrees  jusqu'a  cette  derniere  intensite 
de  coloration,  et  Ton  congoit  aisement  que,  si  pour  atteindre  la 
dite  intensite  de  couleur  le  liquide  de  controle  a  demande  soit 
0-'=,3  de  Bar.,  tandis  que  20  cc.  d'une  solution  d'acide  amine 
exigent  iO-'=,2  de  Bar.,  la  quantite  consommee  pour  la  neutralisa- 
tion de  la  combinaison  methylenique  de  I'acide  amine  sera  de 
9='=,9  de  Bar.  II  va  sans  dire  qu'il  faut  calculer  de  la  meme  faqon 
en  employant  la  phenolphtaleine.  De  meme.  Ion  pent  se  servir 
de  la  meme  liqueur  de  controle  pour  toute  une  serie  d'expe- 
riences.  Enfin,  en  neutralisant  d'avance  approximativement  les 
melanges  du  formol  et  des  indicateurs,  on  est  a  meme  de  reduire 
au  minimum  la  consommation  de  la  liqueur  de  controle  en  baryte. 

Comme  on  pouvait  s'y  attendre,  les  titrations  a  la  thymol- 
phtaleine reussissent  en  general  encore  mieux  que  les  titrations 
a  la  phenolphtaleine;  en  consequence,  je  peux  recommander  cette 
methode  comme  etant  la  meilleure  dans  la  plupart  des  cas,  bien 
que  les  deviations  entre  les  resultats  acquis  par  cette  voie,  et 
ceux  obtenus  au  moyen  des  titrations  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a 
coloration  fortement  rouge  (troisieme  phase),  soient  en  general 
peu  considerables.  On  padera  plus  loin  des  inconvenients  que 
presente  cette  methode  dans  des  cas  assez  rares  (voir  p.  15);  pour 
le  moment  nous  nous  bornerons  a  citer  le  fait  que  pour  les  titra- 
tions   de    nombreux    acides    amines    excessivement    differents    (et 
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parmi  eux  presque  tous  les  produits  les  plus  importants  de  scis- 
sion proteique)  le  resultat  obtenu  a  etc  le  suivant: 

20  cc.  d'une  solution  au  Vio  de  I'acide  amine  en  question, 
correspondant  a   lo  cc.  de  Bar.,  ont  consomme  par  titration: 

a)  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a  coloration  rouge  faible  mais 
distincte  (deuxieme  phase)  7'^'^,8— -io'='-,0  de  Bar.: 

en  moyenne  9'''^,56  de  Bar.; 

b)  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a  coloration  rouge  tres  vif 
(troisieme  phase)  8'^<^,9 — 10=^,1   de  Bar: 

en  moyenne  g'^'^JS   de  Bar.; 

c)  a  la  thymolphtaleine  g''',6  —  io'"',i   de  Bar.: 

en  moyenne  9'^<^,86  de  Bar. 

Par  la  titration  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a  coloration  rouge 
tres  vif,  et  surtout  par  la  titration  a  la  thymolphtaleine,  on  obtient 
done  une  exactitude  egalant  presque  celle  que  donnent  beaucoup 
de  methodes  quantitatives  generalement  en   usage ^). 

Les  experiences  qui  nous  occupent  ici  ont  toutes  ete  exe- 
cutees  avec  20  cc.  de  la  solution  a  examiner  et  avec  une  liqueur 
de  controle  de  20  cc.  d'eau.  Comme  cela  resulte  des  indications 
faites  a  propos  de  la  description  des  experiences,  le  virage  est 
toujours  bien  net  avec  O", i  a  0'^'=,2  de  Bar.  On  pent  cependant 
atteindre  a  peu  pres  la  mcme  exactitude  en  titrant  10  cc,  ou 
meme  ordinairement  seulement  5  cc,  de  la  meme  solution, 
pourvu  que  Ton  prenne  toujours  soin  que  le  volume  de  la 
liqueur    de    controle   y-  corresponde,    et    que    les    quantites    em- 


^)  En  ce  qui  concerne  rexactitiide  qu'offre  I'einploi  des  methodes  dc  precipi- 
tation dont  on  se  sert  ordinairement  pour  la  separation  des  substances  pro- 
teiques  et  de  leurs  jjroduits  de  decomposition,  je  me  hornerai  a  faire  re- 
marquer  ici  que  d'ordinaire  on  juge  de  I'exaetitude  d'unc  telle  methode  en 
comparant  les  resultats  (jue  donnent  plusieurs  precipitations  de  la  meme 
solution  produites  dans  les  memes  conditions.  Cela  est  evidemment  juste 
dans  certaines  limites,  car  si  dans  des  conditions  exactemcnt  les  memes  la 
methode  ne  donne  pas  toujours  des  resultats  a  peu  pres  concordants,  on  ne 
peut  ]jas  I'utiliser;  mais  cetle  appreciation  ne  traite  pas  a  fond  la  question. 
S'il  s'agit  par  exemple  de  comparer  une  solution  protei(pie  avant  et  apres 
une  scission  proteolytique,  il  est  ordinairement  malaise,  en  precipitant  les 
deux  solutions,  d'oblenir  des  conditions  identiques,  et  notamment  la  meme 
acidite  et  le  meme  exces  de  precipitant.  II  est  toutefois  facile  de  demontrer 
qu'une  modification  de  ces  facteurs  donne  lieu  a  des  changements  scnsibles 
dans  le  resultat.  C'est  pounpioi  on  ne  peut  ordinairement  pas  compter 
sur  une  aussi  grande  exactitude  des  methodes  de  preciiiitation,  et  bicn  moins 
encore  sur  ime  exactitude  plus  rigoiireuse  que  celle  qui  a  6tc  inenlionnec 
plus   haiit,    lorsqu'il   s'.igissail   de   la   titration   au   formol. 
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ployees  de  formol  et  d'indicateur  soient  relativement  les  memes, 
et  que  pour  la  titration  on  se  serve  d'une  solution  d'hydroxyde 
de  baryum  normale  au  Vs.  Le  virage  sera  dans  ce  cas  d'autant 
plus  prononce,  c'est-a-dire  qu'il  apparaitra  distinctement  apres 
addition  de  2  ou  i  goutte  de  Bar.;  seulement  on  ne  peut  pas 
faire  usage  d'une  solution  plus  faible  d'hydroxyde  de  baryum : 
cela  en  entrainerait  sans  doute  une  consommation  plus  conside- 
rable, mais  I'exactitude  serait  certainement  moins  grande  (voir 
du  reste  le  chapitre  suivant  traitant  de  I'influence  exercee  par  le 
volume  du  liquide). 

4.  Influence  du  volume  du  liquide.  Comme  il  ressort 
de  I'equation  donnee  a  la  p.  6,  une  augmentation  de  la  quantite 
de  formol  favorisera  la  marche  de  la  reaction  de  gauche  a  droite, 
tandis  qu'une  augmentation  de  la  quantite  d'eau  tendra  a  produire 
I'effet  contraire.  C'est  pourquoi  on  a  utilise  dans  toutes  les  titra- 
tions (voir  le  chapitre  relatif  a  I'execution  de  la  methode,  p.  21), 
un  grand  exces  de  formol  et  que  la  quantite  d'eau  a  ete  main- 
tenue  dans  des  limites  raisonnables.  Les  solutions  d'acide  amine 
ont  toujours  ete  normales  au  ^/lo  sous  le  rapport  des  groupes 
carboxyles  en  presence;  une  solution  proteique  qui  par  hy- 
drolyse  complete  donne  une  concentration  carboxylique  corre- 
spondante,  contiendra  ordinairement  dans  10  cc.  14  mgr.  d'azote 
ou  meme  un  peu  plus,  et  dans  les  experiences  de  scission  pro- 
teolytique  on  se  sert  rarement  de  solutions  moins  fortes.  Les 
solutions  titrees  etaient  normales  au  ^/s,  parce  que,  d'un  cote, 
des  liquides  normaux,  tels  que  ceux  employes  par  Schiff  (voir 
plus  haut),  doinient  une  consommation  trop  faible,  tandis  que 
d'autre  part  les  liquides  au  ^/lo,  en  donnant  un  trop  grand  volume 
final,  causent  des  erreurs  sensibles;  ainsi  que  le  montrent  les 
experiences,  ce  sont  les  licjuides  au  ^/s  qui  fournissent  la  con- 
centration la  plus  propice. 

Comme  le  resultat  depend  du  volume  final,  il  faut  neces- 
sairement  avoir  soin  d'ajouter  a  la  liqueur  de  controle,  et  en 
quantite  convenable,  une  solution  de  baryte  au  ^/s,  de  maniere 
qu'en  titrant  en  retour  et  par  I'acide  chlorhydrique  au  ^/s  on 
obtienne  autant  que  possible  le  meme  volume  final  que  dans  la 
titration  des  solutions  soumises  a  I'examen.  Si,  lorsque  la  titra- 
tion est  achevee,  le  volume  du  liquide  se  trouvait  considerable- 
ment  moindre  ou  bien  plus  grand  que  celui  de  la  liqueur  de 
controle,    il  y  aurait    un  grand    interet  a  savoir  quels  seraient  les 
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effets  de  ces  differences.  En  vue  de  cette  question,  j'ai  con- 
tinuellement  opere  la  titration  non  seulement  de  20  cc.  des  solu- 
tions d'acides  amines  correspondant  aux  20  cc.  de  I'experience  de 
controle,  mais  aussi  de  10  cc.  et  de  30  cc.  des  solutions  d'acides 
amines,  en  employant  toujours,  a  titre  de  comparaison,  les  memes 
doses  de  formol  et  d'indicateur  et  la  meme  liqueur  de  controle. 
Comme  Ton  pourra  s'en  rendre  compte  dans  la  partie  experi- 
mentale,  on  constata  alors  que,  d'un  cote,  la  consommation 
mo}'enne  de  baryte,  par  rapport  a  ce  qu'avait  donne  le  calcul  a 
la  titration  a  la  phenolphtaleine  (deuxieme  et  troisieme  phase) 
ainsi  qu'a  la  thymolphtaleine,  etait  respectivement  de 

95,6%,  97,5  Vo  et  98,6%  (voir  p.  11) 
par    I'emploi    de    20  cc.  de    solution    d'acide    amine,    tandis    que 
d'autre  part  pour  10  cc.  de  solution  d'acide  amine  la  consomma- 
tion s'elevait  a 

97,1%,  98,8%  et  100,3%, 
et  que  pour  30  cc.  de  solution   d'acide  amine  elle  s'abaissait  a 
93,7  %,  96,5  "/o  et  97,5  %. 

Comme  on  le  voit,  les  deviations  ne  sont  guere  considerables, 
mais  pourtant  appreciables,  et  par  consequent  il  sera  preferable 
d'avoir  soin  d'obtenir  un  volume  final  de  la  liqueur  de  controle  qui 
soit,  autant  que  possible,  egal  au  volume  utilise  dans  les  analyses. 

Etant  donne  que  la  titration  est  faite  jusqu'a  une  si  grande 
concentration  des  ions  hydroxyle  (vers  une  teneur  de  10^  d'ions 
hydroxyle),  on  pourrait  se  demander  si  une  difference  de  volume 
n'aurait  pas  de  I'importance  en  ce  sens  qu'un  plus  grand  volume 
de  liquide  exigerait  une  plus  grande  quantite  de  baryte  pour 
pouvoir  atteindre  cette  concentration.  II  va  sans  dire  qu'au  point 
de  vue  purement  theorique,  il  faut  repondre  a  cette  question  par 
I'afTirmative ;  mais  un  simple  calcul  montre  qu'elle  n'a  pas  d'im- 
portance  pratique.  Une  goutte  de  solution  normale  au  ^/s  est 
egale  a  o",i  de  solution  au  ^/lo  (avec  une  concentration  des  ions 
hydrox)le  d'environ  10^),  ce  qui,  a  son  tour,  est  egal  a  i  cc. 
de  solution  au  V/100  (concentration  des  ions:  env.  io~^)  ou  a  10  cc. 
de  solution  au  Viooo  (concentration  des  ions:  env.  I0~^)  ou  bien 
a  100  cc.  de  solution  au  Vio.ooo  (concentration  des  ions:  env.  lO"*). 

Par  consequent,  quand  elle  ne  trouve  pas  d'autre  emploi, 
une  goutte  de  baryte  au  V/s  suffira  a  donner  a  tout  le  volume  du 
liquide  la  concentration  desiree,  tant  que  le  volume  ne  depasse 
pas    100  cc.      C'est    pourquoi    on    ne    doit    pas   s'inquieter   en    ti- 
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trant  jusqu'a  cette  forte  concentration  des  ions  hydroxyle,  pourvu 
que  Ton  ait  soin  d'avoir  la  meme  concentration  —  ou,  autrement 
dit,  la  meme  intensite  de  couleur  —  dans  les  solutions  examinees 
que  dans  la  liqueur  de  controle.  Le  resultat  prouve  que  meme 
pour  cette  concentration  des  ions  hydroxyle  la  reaction  souvent 
mentionnee  (p.  6)  n'a  pas  ete  tout  a  fait  achevee;  consequemment, 
il  est  preferable  d'employer  une  liqueur  de  controle  dont 
la  couleur  soit  aussi  prononcee  que  possible,  c'est-a-dire 
dont  la  teneur  en  ions  hydroxyle  soit  elevee  au  plus 
haut  degre;  dansledoute  il  vaut  done  mieuxajouter  a, 
la  liqueur  de  controle  deuxgouttes  de  baryte  de  plus 
que  deux  gouttes  de  moins.  La  seule  chose  a  laquelle 
il  faut  faire  attention,  c'est  de  ne  pas  employer  une  li- 
queur de  controle  qui  soit  tellement  riche  eri  ions  hy- 
droxyle et  par  suite  si  fortement  coloree  qu'une  addi- 
tion nouvelle  de  deux  gouttes  de  baryte  ne  donne  pas 
lieu  a  une  modification  sensible  de  couleur. 

5.  Emploi  d'une  solution  titree  de  baryte  ou  de 
sonde.  Si  pour  ces  titrations  je  me  suis  serva  de  la  premiere 
et  non  de  la  seconde  solution,  c'est  que  beaucoup  de  ces  solu- 
tions proteiques,  et  surtout  celles  qui  sont  naturelles,  renferment 
des  carbonates  ou  des  phosphates  ou  bien  I'un  et  I'autre, 
et  qu'en  consequence  il  fallait  se  servir  d'une  methode  applicable 
aussi  a  ces  substances.  Comme  cela  etait  a  presumer  (voir  la 
partie  experimental,  p.  33),  I'acide  carbonique  pent  sans  difficulte 
etre  titre  comme  un  acide  bibasique,  et  I'acide  phosphorique  se 
laisse  titrer,  et  avec  autant  de  precision,  comme  un  acide  triba- 
sique,  quand  on  ajoute  un  exces  de  chlorure  de  baryurn.  Pour 
des  doses  de  carbonates  ou  de  phosphates  aussi  petites  que 
celles  dont  il  est  generalement  question  dans  les  solutions  pro- 
teiques, la  quantite  de  sel  de  baryum  formee  au  cours  de  la 
titration  est  pourtant  ordinairement  tres  suffisante,  et  une  addi- 
tion ulterieure  de  chlorure  de  barjum  ne  change  rien  au  resultat. 
Par  contre,  les  solutions  depourvues  de  carbonate  et  de 
phosphate  se  laissent  titrer  aussi  facilement  par  une 
solution  de  soude  que  par  une  solution  de  baryte,  et  il  y 
a  meme  des  cas  dans  lesquels  la  premiereest  preferable. 

Tel  est  par  ex.  le  cas  pour  la  titration  de  la  phenylalanine 
et  des  melanges  riches  en  phenylalanine.  La  combinaison 
methylenique  de  celle-ci  forme  un  sel  barytique  peu  soluble  et  qui 
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par  sa  separation  entraine  avec  lui  de  la  matiere  colorante  (tant 
de  la  phenolphtaleine  que  de  la  thymolphtaleine),  rendant  par 
la  la  titration  tres  difficile.  Cependant  la  phenylalanine  se  laisse 
facilement  titrer  en  employant  une  solution  de  soude  au  ^/s  (voir 
p.  35),  ce  qui  consequemment  est  recommandable  pour  les  scis- 
sions proteolytiques  des  polypeptides  contenant  de  la  phenylalanine 
ou  pour  les  substances  semblables  a  forte  teneur  en  phenylalanine. 

II  peut  egalement  se  faire  que  parfois  des  combinaisons 
formoliques  de  vraies  proteines  et  des  produits  de  leur 
scission  com menganteforment  desselsbarytiques  diffi- 
cilement  solubles  et  qui  —  particulierement  dans  la  ti- 
tration a  la  thymolphtaleine,  dans  laquelle  on  fait  usage 
dun  peu  d'alcool  —  sont  precipites  et  entravent  la  ti- 
tration; aussi  dans  ce  cas  il  est  preferable  de  s'a dresser 
a  la  solution  de  soude.  Toutefois,  en  general,  la  proteolyse 
n'a  pas  besoin  d'etre  poussee  tres  loin  avant  qu'on  puisse  em- 
ployer le  baryte  sans  qu'il  se  produise  un  precipite  sensible,  et 
en  ce  cas  je  donne  la  preference  a  la  solution  de  baryte. 

6.  Inconvenients  de  la  methode.  11  y  a  lieu  de  si- 
gnaler encore  quelques  inconvenients  qui,  dans  des  cas  particuliers, 
peuvent  rendre  impossible  I'emploi  de  la  methode.  Parmi  les 
produits  de  decomposition  des  proteines,  il  en  est  deux  dont  la 
titration  par  cette  voie  donne  des  resultats  incertains;  ce  sont 
I'acide  a-pyrrolidine  carbonique  (proline)  et  la  tyrosine. 
Par  consequent,  quand  ces  acides  amines  sont  presents  en  abon- 
dance,  comme  cela  est  le  cas  par  ex.  dans  les  produits  de  de- 
composition des  polypeptides  renfermant  de  la  proline  ou  de 
la  tjaosine,  on  ne  peut  pas  avoir  confiance  dans  le  resultat  de 
la  methode.  Ouand  il  s'agit  des  proteines  ordinaires,  ces  acides 
amines,  vu  leur  faible  quantite,  ne  peuvent  —  comme  Ion  peut 
sen  convaincre  par  un  simple  calcul  —  exercer  qu'une  faible 
influence  sur  le  resultat. 

Ainsi  qu'il  ressort  de  la  partie  experimentale  (voir  p.  ^^j),  la 
proline  n'exige  qu'une  moindre  quantite  de  baryte  que  celle 
donnee  par  le  calcul:  la  consommation  par  la  titration  a  la 
phenolphtaleine  jusqu'a  coloration  rouge  tres  vif  n'a  ete  que  de 
8oVo  et  par  la  titration  a  la  thymolphtaleine  que  de  92%  de 
ce  (ju'on  avait  calcule;  mais  il  est  evident  que  I'erreur  qui  en 
decoule  sera  minime  quand  la  proline  ne  constitue  qu'une  faible 
proportion   des  acides  amines  en  jeu. 
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Pour  la  tyrosine,  I'erreur  change  de  sens;  car,  comme  cela 
etait  a  presumer,  aux  concentrations  des  ions  hydrogene  dent  il 
est  question  ici,  le  groupe  hydroxyle  de  la  tyrosine  possede  un 
caractere  acide,  qui  est  naturellement  d'autant  plus  accuse  que 
la  concentration  des  ions  hydrogene  est  plus  faible;  c'est  pour- 
quoi  I'erreur  est  la  plus  grande  quand  on  se  sert  de  la  thymol- 
phtaleine.  En  employant  de  la  soude,  on  a  consomme  105,5  % 
de  la  theorie  en  titrant  a  la  phenolphtaleine,  deuxieme  phase 
(couleur  rouge  faible\  et  109  ^o  a  la  troisieme  phase  (couleur 
rouge  tres  vif),  tandis  qu'en  titrant  a  la  thymolphtaleine  on  a 
consomme  meme  137,5^0  de  la  theorie.  Quant  a  I'emploi  de  la 
baryte,  les  resultats  sont  encore  plus  defectueux,  parce  que  la 
combinaison  methylenique  de  la  tyrosine  forme,  de  meme  que 
celle  de  la  phenylalanine,  une  combinaison  barytique  difficilement 
soluble,  et  qui  renferme  probablement  deux  equivalents  de  ba- 
ryum,  ce  qui  dans  ces  conditions  entraine  une  consommation  de 
beaucoup  trop  elevee  de  baryte. 

II  resulte  done  qu'en  presence  de  fortes  proportions  de  tyro- 
sine la  methode  est  inutilisable.  Si  la  tyrosine  n'existe  qu'en  plus 
petites  quantites,  il  faut  employer  de  la  soude  et  titrer  a  la  phe- 
nolphtaleine. Par  contre,  les  faibles  proportions  de  tyrosine  qui  se 
presentent  ordinairement  dans  les  produits  de  decomposition  pro- 
teique,  ne  donnent  lieu  qu'a  une  erreur  insignifiante,  et  d'un  sens 
oppose  a  celui  des  autres  sources  d'erreurs,  de  sorte  que  deja  pour 
cette  raison  elle  est  de  moindre  importance;  de  plus,  on  est  amene 
a  admettre  que  la  scission  ne  fait  guere  liberer  de  nouveaux 
groupes  phenoliques,  de  sorte  que  la  difference  entre  les  deter- 
minations faites  avant  et  celles  faites  apres  la  proteolyse  n'est 
probablement  influencee  que  fort  peu  par  la  presence  de  la  tyro- 
sine; I'inconvenient  consiste  plutot  en  ceci  que  le  virage  est  moins 
prononce  lorsqu'il  y  a  de  la  tyrosine. 

II  faut  enfin  mentionner  le  fait  que,  meme  apres  addition  de 
formol,  les  sels  guanidiniques  se  comportent  comme  des 
combinaisons  tout  a  fait  neutres  (voir  les  experiences  relatives  a 
la  guanidine  et  a  la  creatine,  p.  39).  En  conformite  avec  ce  fait, 
I'arginine  (qui  renferme  un  groupe  guanidine,  un  groupe 
amine  et  un  groupe  carboxyle),  apres  addition  de  formol,  prend 
les  allures  dune  substance  parfaitement  neutre.  dont  le  chlorure 
par  exemple  (renfermant  un  equivalent  d'acide  chlorhydrique 
pent  etre  exactement  et  facilement  titre  comme  un  acide  mono- 
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basique.  Pour  le  moment  il  est  impossible  d'afiirmer  que  cette 
propriete  de  I'arginine  puisse  occasionner  des  erreurs  ou  non. 
Quand  I'arginine  de  la  molecule  proteique  n'est  liee  aux  autres 
parties  de  la  molecule  qu'au  moyen  du  groupe  amine  ou  car- 
boxyle,  tandis  que  le  groupe  guanidine  est  libre,  meme  dans 
la  molecule  proteique,  la  passivite  du  groupe  guanidine  a 
regard  du  formol  ne  donne  lieu  a  aucune  erreur;  mais  si  le 
groupe  guanidine  se  trouve  lie  a  un  groupe  carboxyle,  la  rup- 
ture d'une  pareille  liaison  echappera  a  la  mesure  par  la  titration 
au  formol. 

Comme  les  solutions  proteiques,  principalement  celles  qui  se 
presentent  dans  la  nature,  ont  souvent  une  couleur  plus  ou  moins 
nettement  jaune  ou  jaune  brun,  il  est  bon  de  communiquer  a  la 
liqueur  de  controle  une  couleur  semblable,  bien  qu'ordinairement 
la  chose  ne  soit  pas  indispensable.  A  cet  efiet,  on  pent  simple- 
ment  ajouter  quelques  gouttes  de  solutions  faibles  de  matieres 
colorantes  convenables  qui  ne  changent  pas  de  couleur  aux  con- 
centrations des  ions  hydrogene  en  question.  Comme  matieres 
colorantes  appropriees  a  cet  usage,  je  nommerai  la  trope o line 
O,  tropeoline  00,  et  lebrun  Bismarck,  toutes  dans  des 
solutions  dont  la  concentration  est  de  02^,2  dans  i  1.  d'eau.  Une 
addition  goutte  a  goutte  de  ces  solutions,  convenablement  com- 
binees,  fournit  ordinairement  la  nuance  desiree;  s'il  arrive  que 
la  solution  proteique  presente  une  teinte  grisatre  ou  encore  plus 
foncee,  une  addition  ulterieure  a  la  liqueur  de  controle  de 
deux  ou  trois  gouttes  d'une  solution  tres  faible  de  violet  de  me- 
thyle  (os'',02  dans  i  1.  d'eau)  produira  un  bon  effet.  Comme  nous 
I'avons  deja  dit,  la  coloration  de  la  liqueur  de  controle  n'est 
ordinairement  pas  indispensable,  mais  elle  facilite  et  rend  plus 
exacte  la  comparaison  entre  la  couleur  de  la  liqueur  de  controle 
et  celle  de  la  solution  soumise  a  I'examen;  en  consequence,  elle 
augmente  I'exactitude  de  I'analyse,  les  faibles  doses  de  matiere 
colorante  etant  au  reste  sans  influence  aucune  sur  la  titration. 

C.    Exeniples  dc  reiiiploi  dc  la  litratioit  an  foruiol. 

I.  Scission  de  polypeptides.  Lorsqu'il  sagit  de  recher- 
ches  sur  la  proteolyse  des  polypeptides,  la  methode  pourra  iiulubi- 
tablement  rendre  de  r^els  services,  soit  qu'il  s'agisse  d'etudicr 
les    lois    de    reaction    qui    president    aux    scissions    protcolytiques 
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(comparez  par  ex.  le  travail  de  Euler  cite  a  la  p.  3),  soit  que 
Ton  se  propose  de  rechercher  comment  se  comportent  les  po- 
lypeptides vis-a-vis  des  diverses  enzymes  proteolytiques,  pheno- 
menes  dont  E.Fischer,  E.  Abderhalden  et  leurs  coUabora- 
teurs  ont  deja  fait  I'objet  d'une  etude  approfondie. 

Parmi  les  polypeptides  pures,  je  n'ai  pu  en  avoir  qu'une  a 
ma  disposition,  a  savoir  la  glycylglycine.  L'analyse  de  quelques 
preparations  faites  dans  ce  laboratoire  par  S.  Palitzsch,  a  fait 
constater  (voir  la  partie  experimentale,  p.  39)  que  la  glycylglycine 
peut  etre  titree  facilement  au  formol  comme  un  acide  mono- 
basique,  tandis  que  I'anhydride  de  glycocolle  se  comportait 
comme  une  substance  neutre.  II  me  semble  naturel  de  presumer 
que  les  autres  polypeptides  agiront  de  meme. 

2.  Scission  de  melanges  de  polypeptides.  On  sait 
que  pour  I'examen  de  la  partie  non  precipitable  par  I'acide 
phosphotungstique,  d'un  melange  de  produits  de  scission  proteo- 
lytique,  on  ne  dispose  pour  le  moment  que  de  methodes  tres 
defectueuses.  II  est  juste  de  dire  que,  en  general,  on  est  dispose 
a  croire  que  par  des  scissions  consecutives  au  moyen  de  la  pep- 
sine,  de  la  trypsine  et  de  I'erepsine,  une  substance  proteique 
subit  une  scission  complete  ou  du  moins  presque  complete^),  mais 
I'exactitude  de  cette  hypothese  n'a  pas  ete  demontree.  En  tout  cas 
les  experiences  sur  la  mutation  de  matiere  executees  par  V.  Hen- 
riques  et  C.  Hansen^),  E.  Abderhalden  et  P.  Rona^),  et  de 
E.  Abderhalden  et  B.  Op  pier*),  ont  montre  que  tandis  que,  d'une 
part,  il  n'est  pas  possible  de  maintenir  un  animal  a  I'etat  d'equi- 
libre  azote,  en  le  nourrissant  avec  des  produits  de  scission  d'acide 
des  substances  proteiques  comme  unique  nourriture  azotique,  on 
y  arrive  au  moyen  de  produits  de  scission  proteiques  obtenus 
par  une  decomposition  enzymatique  aussi  complete  que  possible. 
Henriques  et  Hansen^)  ont  non  seulement  reussi  a  etablir  un 
equilibre  azote,  mais  encore  ont-ils  obtenu  une  fixation  d'azote 
appreciable  en  nourrissant  des  rats  blancs  avec  des  »acides  mona- 
mines«   comme  seule  nourriture  azotique,  designation  par  laquelle 


*)  Voir  par  ex.  O.  Cohnheim:   Zeitsclir.  physiol.  Chem.  49,  64  (1906),  et  51, 

415  (1907). 
";  ibid.  43,  417  (1904),  48,  383  (1906),  49,  113  (1906). 
»;  il>i.l.  42,  528  (1904),  44,  198  (1905),  47,  397  (1906). 
*)  ibid.  51,  226  (1907). 
^j  ibid.  43,  438  (1904). 


19 

on  entend  la  partie,  non  precipitable  par  I'acide  phosphotungstique, 
des  produits  obtenus  par  deux  mois  de  digestion  trypsique  et 
erepsique  de  pancreas  de  boeuf.  Par  consequent,  il  faut  con- 
clure  que  ces  »acides  monamines*  doivent  renfermer  des  sub- 
stances faisant  defaut  dans  les  produits  de  scission  d'acide  et 
probablement  des  polypeptides  non  precipitables  par  I'acide  phos- 
photungstique^). 

A  la  demande  de  MM.  Henriques  et  Hansen,  A.  C.  An- 
dersen a  examine  dans  notre  laboratoire  un  echantillon  qui  res- 
tait  des  acides  monamines  ayant  servi  a  I'alimentation  des 
rats.  A  cet  effet,  il  a  applique  la  titration  au  formol  soit  aux 
acides  monamines  en  presence,  soit  a  une  quantite  egale  apres 
ebullition  avec  I'acide  sulfurique  dilue,  et  apres  elimination  de 
ce  dernier.  En  se  basant  sur  la  difference  entre  les  resultats 
des  titrations  au  formol,  on  a  pu  calculer  (voir  la  partie  experi- 
mentale,  p.  40)  qu'environ  20  "/o  de  I'azote  des  acides  monamines 
s'y  trouvaient  encore  en  liaison  peptidique,  ce  qui  revient  a 
dire  qu'entre  20  et  40  %  de  la  teneur  totale  en  azote  existent 
sous  forme  de  polypeptides^). 

Nous  croyons  que  la  methode  presentee  ici  rendra  de  bons 
services  dans  I'examen  de  pareils  produits  de  scission  proteoly- 
tiques  que  ceux  dont  il  est  question  ici. 


'j  Deja  il  y  a  plusieurs  annees,  M.  Pfaundler  (Zeitschr.  physiol.  Chem.  30, 
90  (1900))  a  montre  que  de  telles  polypeptides  non  preci])itables  par  I'acide 
phosphotungsti(jue  se  forment  en  abondance  dans  la  digestion   |)epsiquc. 

^;  A  ce  propos  qu'il  me  soit  permis  d'appeler  I'altention  sur  un  seul  point  de 
la  criti(|ue  dirigee  par  Abd  erha  Iden  et  IJ.  ()ppler  contrc  les  conclusions 
de  Henriques  et  Hansen.  Ahderhalden  et  Ojipler  font  ressortir 
energiqueinent,  et  siirement  avec  raison,  (pie  dans  des  experiences  de  la  na- 
ture de  celles  qui  nous  occupent,  il  est  absolument  necessaire  d'^iablir  l)ieii 
exacteinent  et  d'une  fayon  tres  precise,  jusqu'a  (piel  point  a  etc  scindc  le 
melange  de  produits  de  digestion  de  protdines.  C'ependanl  dans  leurs  ex])e- 
rienccs  recentes  (Zeitschr.  physiol.  (hem.  51,  226  (1007),  Abderhaldcn  et 
Opplcr  n'ont  execute  luie  telle  recherclie  que  pour  i.i  partie  ]>recipitable 
par  I'acide  |)hosphotungsliquc  do  leur  conil)in:iison  alimentairc,  c'est-a-dire 
la  ])artie  mise  de  cote  par  IIenri(|ues  et  Hansen  dans  leurs  experiences  ci- 
dessus  citces.  Ces  auteurs  ont  employe  pour  leurs  experiences  imicpiement  la 
partie  non  precipitablo  par  I'acide  phos|)hotungstique,  toutefois  sans  s'en- 
gager  dans  des  recherches  plus  ap|)rofondics ,  les  mcthodes  ai>|)iicnhlos  leur 
faisani  defaut;  Abilerhalden  et  ()])])ler  ont  fait  de  mcme,  de  sorlc  ipi'il 
nous  semble  que  la  critique  l;incce  contre  ilenri(|ues  et  Hansen  pent  etre 
dirigce  avec  autant  de  (holt  contre  les  projjres  experiences  de  Ahderhalden 
et  Oppler. 
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3.  Scission  de  substances  proteiques.  Depuis  quelque 
temps,  on  fait  usage  de  cette  methode  dans  notre  laboratoire  egale- 
ment  pour  la  mesure  de  scissions  enzymatiques  de  substances  pro- 
teiques, et  il  est  d'un  tres  grand  interet  de  comparer  les  resultats  que 
donne  une  telle  mesure  avec  ceux  obtenus  par  une  methode  ordinaire 
de  precipitation,  par  exemple  une  precipitation  par  I'acide  tannique. 

La  digestion  pepsique  consiste  evidemment  en  une  rupture 
de  liaisons  peptidiques  relativement  peu  nombreuses,  par  laquelle 
la  molecule  est  scindee  en  fragments  dont  plusieurs  echappent  a 
la  precipitation  par  I'acide  tannique.  La  proportion  entre  la 
quantite  d'azote  qui  dans  Taction  pepsique  »echappe«  dans  un 
temps  determine  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  et  d'autre 
part  la  quantite  d'azote  mesuree  par  la  titration  au  formol  et  qui 
correspond  aux  liaisons  peptidiques  rompues  dans  le  meme  temps, 
sera  de  beaucoup  superieure  a  i.  II  en  est  tout  autrement  de 
la  digestion  tr>'psique,  et  encore  davantage  de  la  digestion  erep- 
sicjue:  dans  celles-ci  un  nombre  beaucoup  plus  grand  de  liaisons 
peptidiques  sont  disjointes  au  cours  de  la  scission  que  par  la 
digestion  pepsique,  et  quoique  la  proportion  precedemment 
enoncee  entre  Tazote  non  precipitable  par  I'acide  tannique  et, 
d'autre  part,  la  quantite  d'azote  mesuree  par  la  titration  au  formol 
dans  les  premieres  phases  de  la  digestion,  soit  superieure  a  i, 
neanmoins  cette  proportion  se  modifiera  au  cours  de  la  decom- 
position progressive,  et  pent  finir  par  devenir  inferieure  a  i.  Ceci 
est  facilement  comprehensible  en  admettant  qu'une  scission  ul- 
terieure  des  substances  non  precipitables  par  I'acide  tannique  ne 
pent  influencer  le  resultat  de  la  precipitation  par  ce  reactif.  Du 
reste,  nous  renvoyons  a  la  partie  experimentale  (p.  44). 

D.    Partie  ExpcriDicntale. 

I.  Procede  des  Titrations.  —  Pour  la  titration  a  la  phe- 
nol ph  tale  ine  on  fait  usage  des  deux  liqueurs  suivantes: 

a)  une  solution  de  0*^^,5  de  phenolphtaleine  dans  50  cc. 
d'alcool  absolu  additionne  de  50  cc.  d'eau; 

b)  une  solution  de  formol,  laquelle  doit  etre  preparee 
specialement  pour  chaque  serie  d'experiences.  A  50  cc.  de  formol 
du  commerce  (a  30  ou  40  %)  on  ajoute  I  cc.  de  solution  de  phe- 
nolphtaleine et  ensuite  une  solution  de  baryte  norm,  au  ^/s  jusqu'a 
ce  que  le  melange  commence  a  prendre   une  legere  teinte  rouge. 


21 

Comme  liqueur  de  conttole  nous  avons,  dans  toutes  les 
experiences  ici  rapportees,  pris  20  cc.  d'eau  bouillie,  a  laquelle 
nous  avons  ajoute  d'abord  10  cc.  du  melange  (b),  puis  environ 
5  cc.  de  Bar.,  apres  quoi  nous  avons  titre  en  retour  avec  de 
I'acide  chlorhydrique^). 

Dans  ce  titrage  en  retour  on  ajoute  goutte  a  goutte  I'acide 
chlorhydrique  en  agitant  bien,  jusqu'a  ce  que  le  liquidene  pre- 
sente  plus  qu'une  teinte  rose  faible,  mais  pourtant  encore 
appreciable  (premiere  phase,  voir  p.  8);  apres  cela,  on  ajoute 
une  goutte  de  Bar.,  ce  qui  fait  prendre  a  la  liqueur  type  une 
couleur  rouge  faible,  mais  distincte  (deuxieme  phase). 

Ensuite  on  titre  jusqu'a  la  meme  intensite  de  coloration  les 
liqueurs  a  examiner;  a  cet  effet,  on  ajoute  a  20  cc.  de  la  liqueur 
10  cc.  du  melange  de  formol,  et  immediatement  apres,  en  agitant 
bien,  la  solution  de  baryte  au  ^/s,  jusqu'a  ce  que  le  liquide  de- 
vienne  rouge,  apres  quoi  on  ajoute  encore  deux  ou  trois  centi- 
metres cubes,  afin  d'avoir  un  exces  suffisant  pour  pouvoir  preci- 
piter  les  carbonates  et  les  phosphates  qui  pourraient  s'y  trouver. 
Cela  fait,  on  titre  en  retour  avec  de  I'acide  chlorhydrique  au  Vs, 
jusqu'a  ce  que  la  couleur  de  la  solution  soit  plus  faible  que 
celle  de  la  liqueur  de  controle;  apres  quoi  on  ajoute  de  nouveau 
goutte  a  goutte  de  la  baryte  jusqu'a  ce  qu'on  ait  atteint  I'intensite 
de  coloration  de  la  liqueur  type. 

Lorsque  toutes  les  solutions  a  examiner  ont  ete  titrees  de 
cettc  maniere  (a  la  phenolphtaleine,   deuxieme  phase),   on  ajoute 


Nous  avons  deja  preccdeminenl  (p.  12)  appcle  I'attcntion  sur  ce  point  que 
le  volume  de  la  solution  de  baryte  (norm,  au  Vs ;  a  ajouter  a  la  liqueur  de 
controle  doit  etre  tel  qu'en  titrant  en  retour  avec  de  I'acide  chlorhydri(pie 
au  Vs  on  ail  un  volume  total  dc  licjueur  de  controle  qui  corresponde  ap- 
proxi  ma  ti  vemment  a  celui  de  I'analyse.  Commc  ccpeiidant  20  cc.  d'une 
solution  a  environ  Vio  correspondent  a  10  cc.  dc  Bar.,  il  s'ensuit  que  I'addi- 
tion  indiquee  ci-dessus  de  baryte  a  la  liqueur  de  controle  sera  conveiiable ; 
loutefois  quelques  centimetres  cubes  en  plus  ou  en  nioiiis  ii'auront  pas  d'elVet 
sensible.  Si,  ])ar  contre,  il  arrive  que,  sous  le  rapport  dcs  j^roupcs  car- 
boxyics,  la  solution  a  titrer  soit  beaucoup  plus  forte  ipi'une  solution  au 
Vio,  au  point  que  la  graiule  consomniation  dc  baryte  augmente  le  volume 
beaucoup  au  dela  de  celui  du  licpiide  dc  controle,  il  vaudra  mieux  recom- 
mencer  I'cxperience  en  employant  une  i|uantile  moindrc  dc  la  solution,  mais 
la  mcme  quantitc  de  liqueur  type  ct  aussi  la  niemc  quantiie  de  formol  (pi'on 
emploie  dans  les  autres  cas  pour  20  cc. ;  car  c'est  non  pas  d'aprcs  le  vo- 
lume initial,  mais  bien  d'ajires  le  volume  dual  c|ue  doit  se  rcgler  la  quan- 
lite  dc  formol. 
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encore  deux  gouttes  de  Bar.  a  la  liqueur  de  controle,  ce  qui  colore 
celle-ci  d'un  rouge  tres  vif. 

On  acheve  alors  la  titration  des  analyses  en  ajoutant  a  cha- 
cune  d'elles  de  la  solution  de  baryte,  jusqu'a  ce  qu'on  ait  de 
nouveau  atteint  I'intensite  de  coloration  de  la  licjueur  type  (phe- 
nolphtaleine,  troisieme  phase). 

Pour  la  titration  a  thy molphtaleine  on  utilise: 

a)  une  solution  de  o-'^5  de  thymolphtaleine  (G.  Grubler  &  0% 
Leipzic)  dans   i   1.  d'alcool  a  93  %,  et 

b)  un  melange  de  formol,  qui  doit  etre  prepare  speciale- 
ment  pour  chaque  serie  d'experiences.  A  50  cc.  de  formol  du 
commerce  on  ajoute  25  cc.  d'alcool  absolu  et  5  cc.  de  la  solution 
de  thymolphtaleine,  puis  de  la  solution  de  baryte  jusqu'a  ce  que 
le  liquide  prenne  une  teinte  verdatre  ou  bleuatre. 

Comme  liqueur  de  con t role  on  emploie,  de  meme  que 
dans  les  titrations  a  la  phenolphtaleine,  20  cc.  d'eau  bouillie,  a  la- 
quelle  on  ajoute  15  cc.  du  melange  de  formol,  puis  environ  5  cc. 
de  Bar.  Cela  fait,  on  titre  en  retour  avec  de  I'acide  chlorhydrique 
au  Vs,  jusqu'a  ce  que  le  liquide  ne  presente  qu'une  teinte  le- 
gerement  bleuatre;  apres  quoi  on  ajoute  deux  gouttes  de 
Bar.,  qui  produiront  une  coloration  bleue  faible  mais  bien 
apparente;  enfin  on  ajoute  encore  deux  gouttes  de  Bar.,  qui 
donneront  une  belle  couleur  bleue. 

On  titre  alors  les  solutions  a  examiner  jusqu'a  cette  der- 
niere  intensite  de  coloration.  A  cet  effet,  on  ajoute  a  20  cc. 
de  la  liqueur  15  cc.  du  melange  de  formol,  et  immediatement 
aprcs  un  petit  exces  dc  solution  de  baryte  (voir  plus  haut,  a 
la  titration  a  la  phenolphtaleine).  Apres  cela,  on  titre  en  retour 
avec  de  I'acide  chlorhydrique  au  Vs,  jusqu'a  ce  que  la  couleur 
de  la  solution  soit  plus  faible  que  celle  de  la  liqueur  de  con- 
trole,  et  enfin  on  ajoute  de  nouveau,  goutte  a  goutte,  de  la  ba- 
ryte, jusqu'a  ce  qu'on  ait  atteint  I'intensite  de  couleur  de  la 
liqueur  de  controle. 

Pour  fixer  les  idees,  voici  le  detail  de  deux  des  experiences 
que  nous  resumons  plus  loin  en  tableaux  synoptiques. 

I"  Soit  a  examiner  une  solution  norm,  au  Vio  de  serine  (voir 
P-  30). 
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Titration  a  la  phenolphtaleine  (couleur  rouge  faible 
mais  distincte). 

Liqueur  de  controle  )  .    ,  (   5^';,20  Bar.  au  Vs 

'  a  exige  ' 
(20  cc.  d'eau)  j  (   s<^^,io  ac.  chlorhydr.  au  Vs 

Correction:  O'^^^jq  Bar. 

J         1   .      -  •  ^       •    '  f  13^05  Bar. 

20  cc.  de  solut.  serine  ont  exige  ' 

(    3''%05   acide  chlorhydrique 

I0",00  Bar. 
-^  Correction:  o'^'^,io     - 


Qnantitc  exigee:  p'^'^.po  Bar. 

—  pp  ^/o  de  la  thcorie. 

Titration  a  la  plienolphtaleine  (couleur  rouge  tres  vif). 
Liqueur  de  controle  +  2  gouttes  de  Bar.,  d'ou 

Correction  =  0^*^,20  Bar. 
La  solution  de  serine  a  exige  encore  0'^'=,  i   Bar.,  d'oi^i  en  tout 

I0^<=,I0  Bar. 
-j-  Correction:  o",20     - 

Qiiantite  exigee:  p'='^,po  Bar. 

—  pp  ^ja  de  la  thcorie. 

2'^  Soit  a  examiner  une  solution  norm,  au  ^/lo  de  leucine 
(voir  p.  27),  preparee  en  dissolvant  13  molecules  milligrammes  de 
leucine  dans  65  cc.  de  baryte  au  ^/s  et  en  completant  avcc  de 
I'eau  a  130  cc.\  par  consequent,  on  a  d'avance  ajoute  5  cc.  de 
Bar.  au  ^/s  par  10  cc.  de  la  solution. 

Titration  a  la  phenolphtaleine  (coloration  rouge  l"-aible 

mais  distincte. 

Liciueur  de  controle  )  ,  {  S'^'.iS   B^ir. 

,  '  a  exige  »-''-' 

(20  cc.  d'eau)  j  \  5",  1 5  acide  chlorhydrique 

Correction:  0,00. 

1        .   <     1     1       •  .  \  5'S35  Bar. 

20  cc.  de  solut.  dc  leucine  ont  cxige  ' 

(  5'^'^,85   acide  chlorhydri(jue 

0",50  acide  chlorhydritjue 
Ajoute  d'avance   iO'^"-',00  Bar. 

^  Quantite  exigee:  p'^'.s  l^ar. 

=■  pj  Vo  lie  ill  lluoric. 
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Titration  a  la  phenolphtaleine  (couleur  rouge  tres  vif). 
Liqueur  de  controle  +  2  gouttes  de  Bar.,  d'oii 

Correction  =  0'-<^,  10  Bar. 
La  solution  de  leucine  a  exige  encore  0-^3  Bar.,  d'oii  en  tout 

9'^S8o  Bar. 
-r-  Correction:  0^^,10  Bar. 

Qiiantite  exigee:  g".yo  Bar. 
—  ^7  "/o  de  la  tkcorie. 

Titration  a  la  thymolphtaleine. 

Liqueur  de  controle  )  •    .   (   5''S25  Bar. 

'  ,,       V      a  exige      -^    '   -^  ,  ,     ,     .  . 

(20  cc.  d  eau)  j  \  5",35  acide  chlorhydrique 

Correction:  o<^^,io  acide  chlorhydrique 

,     ,       .  .    ,   {  5",20  Bar. 

20  cc.  de  solut.  de  leucine  ont  exige  '  .  ,       ,  ,     ,      ,  • 

\   5",40  acide  chlorhydrique 

o<=<=,20  acide  chlorhydrique 
Ajoutc  d'avance  I0",CX)  Bar. 

^"",^0  Bar. 
+  Correction:  o<='=,io  acide  chlorhydrique 

Quantite  exigee:  g".go  Bar. 

=  99  ^/o  de  la  theorie. 

Dans  les  tableaux  qui  vont  suivre,  on  a  omis  les  details 
donnes  dans  les  deux  exemples  ci-dessus,  et  on  n'y  a  consigne 
que  les  resultats  en  italiques.  Cependant  les  exemples  typiques 
de  ces  tableaux  feront  aisement  comprendre  comment  on  a  obtenu 
ces  chiffres. 

II  y  a  encore  quelques  remarques  a  faire  sur  certains  details 
de  ces  titrations: 

Dans  ce  qui  precede  on  a  a  diverses  reprises  signale  des 
changements  de  coloration  dus  a  I'addition  de  2  gouttes  de  ba- 
ryte  au  Vs.  II  est  evident  que  la  grosseur  de  ces  gouttes  n'est 
pas  sans  importance.  Je  me  suis  toujours  servi  d'une  pointe  de 
burette  ayant  un  orifice  tel  que  16  gouttes  de  Bar.  faisaient  i  cc. ; 
si  les  gouttes  sont  plus  petites,  il  faut  en  prendre  un 
nombre  proportionnellement  plus  grand.  Comme  nous 
I'avons  deja  dit  (p.  14),  la  regie  principale  est  qu'en  titrant  la 
liqueur  de  controle  il  vaut  mieux  employer,  de  la  so- 
lution de  baryte,  une  goutte  en  plus  qu'en  moins. 
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Nous  avons  deja  vu  dans  I'introduction  (p.  lo)  qu'en  titrant  a 
la  thymolphtaleine  il  est  necessaire  qu'il  y  ait  un  peu  d'alcool 
dans  la  solution,  parce  que  sans  cela  I'indicateur  peut  facilement 
se  separer.  Meme  avec  les  quantites  d'alcool  prescrites  plus 
haut,  la  separation  de  la  thymolphtaleine  se  produit,  mais  avec 
lenteur,  et  d'autant  plus  lentement  que  le  volume  final  est 
moindre.  C'est  ainsi  qu'on  a  constate  que,  tandis  que  d'une 
part  les  solutions  titrees  a  la  phenolphtaleine  ne  palissaient  qu'a 
un  degre  insignifiant  quand  on  les  laissait  au  repos  jusqu'au 
lendemain,  d'autre  part  les  echantillons  titres  a  la  thymolphta- 
leine avaient  tous  perdu  beaucoup  de  leur  intensite  de  couleur. 
D'ordinaire  la  liqueur  type  et  les  echantillons  contenant  soit 
lo  cc.  soit  20  cc,  ont  presente  le  lendemain  a  peu  pres  le  meme 
aspect  et  ont  ete  encore  nettement  bleus,  tandis  que  les  echan- 
tillons renfermant  30  cc.  de  solution  d'acide  amine  etaient  souvent 
completement  decolores.  II  n'est  done  pas  bon,  surtout 
pour  la  titration  a  la  thymolphtaleine,  qu'il  s'  ecoule 
plusieurs  heures  entre  la  titration  de  la  liqueur  de 
controle  et  la  titration  des  echantillons,  parce  qu'alors 
la  cornparaison  des  intensites  de  coloration  ne  donne  plus  d'indi- 
cations  certaines. 

Nous  recommandons  d'operer  tous  les  titrages  dans  des 
matras  coniques,  qu'il  faut  toujours  maintenir  bouches,  excepte 
juste  le  temps  d'ajouter  les  lic^ueurs  de  titration,  afin  d'empecher 
I'acces  de  I'acide  carbonique  de  I'atmosphere.  Pour  cette  meme 
raison,  il  faut  evidemment  conserver  les  liqueurs  titrees  dans 
des  flacons  Woulff  munis  du  dispositif  ordinaire,  qui  permet  de 
remplir  la  burette  a  I'abri  de  lair  atmospherique. 

11  n'est  gucre  besoin  d'ajouter  que  le  [irocede  de  la  titration 
reste  tout  a  fait  le  meme  quand  on  remplace  la  solution  de  ba- 
ryte  par  une  lessive  de  sonde. 

2.  Examen  d'une  serie  d'acides  amines  et  de  com- 
poses analogues  qui  se  com  portent  de  fac^on  normale 
dans  la  titration  au  formol.  Voici  ci-apres,  en  tableaux 
synoptiques,  les  resultats  de  ces  recherches  sans  autres  explica- 
tions (pour  ce  (jui  est  de  la  maniere  d'operer  les  titrages,  nous 
renvoyons  au  cliapitrc  precedent). 
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Pour  plus  de  clarte,  nous  avons  resume 
dans  un  tableau  ulterieur  (N°  19)  les  resul- 
tats  de  toutes  les  experiences  faites  sur  20  cc. 
de  solution  d'acide  amine  —  le  meme  vo- 
lume que  celui  de  la  liqueur  de  controle. 
II  en  ressort  que,  tandis  que  la  titration  a 
la  phenolphtaleine  jusqu'a  production  d'une 
coloration  rouge  faible  mais  distincte  donne 
lieu  encore  pour  certains  acides  amines  a 
une  erreur  considerable,  d'autre  part  dans 
la  titration  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a  colo- 
ration rouge  tres  vif,  et  surtout  dans  la  ti- 
tration a  la  thymolphtaleine,  on  obtient  un 
dosage  assez  exact  des  groupes  carboxy- 
liques  en  presence. 

3.  Exam  en  des  combinaisons  dont 
le  titrage  presente  des  particularites. 
En  renvoyant  pour  les  details,  a  ce  qui  a 
ete  dit  dans  I'introduction  (p.  14 — 16),  je 
vais  donner  dans  ce  chapitre-ci  les  resultats 
d'experiences  obtenus  dans  les  titrages  du 
carbonate  de  sodium,  du  phosphate  secon- 
daire  de  sodium,  de  la  phenylalanine,  de  la 
proline,  de  la  tyrosine  et  de  quelques  com- 
poses renfermant  la  groupe  guanidine  (ni- 
trate de  guanidine,  creatine,  creatinine  et 
arginine). 

Carbonate  de  sodium.  On  a  em- 
ploye un  carbonate  de  sodium  pur  deshy- 
drate  par  le  procede  de  Lunge  et  dont 
on  a  prepare  une  solution  normale  au  Vio. 
Dans  la  titration  de  10  cc,  20  cc.  ou  30  cc. 
de  cette  solution  a  la  maniere  ordinaire,  le 
carbonate  de  sodium  s'est  toujours  com- 
porte  comme  une  substance  tout  a  fait 
neutre.  La  consommation  de  Bar.  n'a  varie 
(ju'cntre  o  cc.  et  0'-'^,05.  Une  addition  i\c 
I  gr.  (le  chlorure  de  baryum  n'a  produit 
dans   les  titrages  a  la  tliyni(il|>lilal(im>    uicun 
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Tableau  ig.     Resume  synoptique. 


Numeros  | 

des 
Tableaux 


Substances  examinees 


Nom 


Quanlite  exigee  de  bar.  norm, 
au  Vs  en  tant  "/o  de  calcul 


Phenol- 

phtaleine 

coul.  rouge 

faible  mais 

distincte 


Phenol- 

phtaliine 

couleur 

rouge 

tres  vif 


Thytuol- 
phtaUine 


I 

2 

3 
4 
5 
6 

7 

S 

9 

lO 

II 

12 

13 
H 
15 
i6 

17 
i8 


Glycine 

Alanine 

Leucine 

Acide  asparaginique 

Acide  glutamique 

Acide  a-aminoadipiiiue 

Ornithine 

Lysine 

Acide  a-5  dianiinoadipique    .    ,    . 
Acide  a  f-diaminopimclique  .    .    . 

Serine 

Acide  a  amino-y-oxybutyriiiue  .    . 
Acide  a-amino^-oxyvalerique  .    . 

Uree 

Asparagine 

Cilutaniine 

Hisiidine 

Clilorure  d'animoniuni 

M  o  y  e  n 


98.5 

93-5 

95 

96.5 

99 

96.5 

98 

85-5 

99 

92.5 

99 


98.5 

98 

97 

97-5 

99-5 

97-5 

98 

92.5 

99 

96 

99 


99 
100 

78 

99 


99         I 
Substance  neuire 

I   99 

lOI 

89 
99 


98.5 
985 
99 
98 
100 
98.5 
98.5 
96.5 
99 
98 
99 
98.5 
99-5 

99-5 

lOI 


96 
98 


95.6 


97.5 


98.6 


changement  sensible  de  couleur.  Dans  les  titrages  a  la  phenol- 
phtaicine  i'addition  de  chlorure  de  baryum,  surtout  dans  les  echan- 
tillons  renfermaiit  les  plus  grands  volumes  de  liquide,  a  provoque 
un  affaiblisseinent  bien  marque  de  I'intensite  de  coloration;  une 
addition  iilterieure  d'une  goiitte  de  baryte  a  reproduit  I'intensite 
normale. 

Phosphate  secondaire  de  sodium.  Contrairement  au 
carbonate  de  sodium,  le  phosphate  ne  s'est  pas  laisse  titrer  nette- 
ment,  a  moins  cpi'il  n'y  eut  dans  la  solution  une  quantite  assez 
abondante  de  sel  de  baryum.  En  effet,  meme  si  on  ajoute  un 
peu  plus  de  Bar.  que  la  quantite  correspondante  a  la  precipitation 
complete  de  I'acide  phosphorique  sous  forme  de  phosphate  normal 
de  baryum  et  qu'ensuite  on  titre  par  Tacide  chlorhydrique  au  V5 
jiis(|u'a  coloration  rouge  legere  (en  se  servant  de  la  phenolphtaleine 
comme  indicateur),  le  liquide  ne  sera  d'un  rouge  leger  (pie  pen- 
dant un  instant;  il  ne  tardera  pas  a  prendre  une  coloration  rouge 
de  plus  en  plus  vive  due  a  I'hydrolyse  du  phosphate  normal  de 


35 

baryum  en  sel  secondaire  et  en  hydroxyde  de  baryum.  Cepen- 
dant  une  addition  de  chlorure  de  baryum  attenuera  cette  hydro- 
lyse,  et  alors  la  titration  pourra  etre  operee  de  la  maniere  ordinaire. 
Les  titrages,  consignes  dans  le  tableau  20  qui  suit,  d'une  solution 
au  ^/lo  de  phosphate  secondaire  de  sodium,  qui  dans  la  titration 
doit  se  comporter  a  la  maniere  d'un  acide  monobasique,  ont  tons 
ete  executes  en  ajoutant  i  gr.  de  chlorure  de  baryum;  le  titrage 
acheve,  on  a  encore  ajoute  a  chaque  echantillon  i  gr.  de  chlorure 
de  baryum ;  mais  ce  n'est  que  dans  un  seul  cas  (titrage  a  la 
phenolphtaleine — 30  cc.  de  solution  de  phosphate)  que  cela  a  donne 
lieu  a  un  affaiblissement  de  I'intensite  de  couleur,  de  maniere 
qu'il  a  fallu  verser  encore  Vio  cc.  de  Bar.  pour  provoquer  de 
nouveau  I'intensite  normale  de  couleur. 


Tableau  20.    J^hospJiate  secondaire  de  sod/uiii. 


Quantites 

Quantites 

exigeesde 

Substance   employee 

1  Indicateur 
employe 

en  cc.  de 

solution 

norm. 

solut.  d'hydroxyde 
de  bar.  norm,  au  Vs 

Observation 

au  Vio 

en  cc. 

en  tant  % 
delatheorit 

On  a  employe  un  sel  pur 
renfermant: 

Phenol- 

phlaleiiie 

10 

5.00 

100 

NaoHP04,    2H2O, 
dont  on   donnera   la  prepa- 

coul.  rouge 

faible  mais 

distincte 

20 
1     30 

10.00 
14.60 

100 

97-3 

tion    et    I'analyse    dans    un 

Virage 

memoire  ulterieur. 

Phciiol- 
phtaleiiic 

10 

5.00 

100 

par 

13     molecules     miiligr. 

couleur 

20 

10.05 

100.5 

(2gr,3i58)  ont  etc  dissoutes 
dans  de  I'eau  et  completees 

rouge 
tres  vif 

30 

14.80 

9S.7 

QCCjI 

OCC,2 

a  13OCC.  (solution  au  ^/lo). 

10 

5.10 

102 

Thymol- 
phtaleinc 

20 

30 

10.25 
1540 

102.5 

102.7 

Phenylalanine.  Tandis  (luc  la  phenylalanine  sc  dissout 
facilement  dans  une  solution  de  baryte,  sa  combinaison  metli)'- 
lenique  donne  naissance  a  un  sel  de  baryum  difficilement  soluble 
et  qui  rend  le  titrage  au  formol  de  la  phenylalanine  avec  d<'  la 
l)arytc  moins  precis,  surtout  parcc  (|u'il  posscde  une  tendance 
mar(|uee  a  entrainer  I'indicateur.  Toutelois  il  est  po.ssible  d  oble 
nir  des  resultats  tres  approximati\ement  exacts  (|uantl,  apres 
I'addition    de    baryte    en    execs,    mais    a\ant    le    titrage   en    letour 

3* 
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avec  de  I'acide  chlorhydrique,  on  ajoute  encore  de  la  solution  de 
I'indicateur  Dans  ce  cas  il  faut  evidemment  ajouter  a  toutes  les 
analyses  en  presence,  ainsi  qu'a  la  liqueur  de  controle,  la  meme 
quantite  de  I'indicateur,  bien  que  la  liqueur  type  n'en  ait  subi 
auciine  perte.  Sans  doute  on  introduit  ainsi  une  cause  d'erreur; 
mais    le    tableau    2t,    qui    resume    une    serie    d'experiences    faites 
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d'apres  ce  precede,  montre  que  I'erreur  est  bien  minime.  Cepen- 
dant,  comme  nous  I'avons  deja  dit  dans  I'introduction  (p.  15), 
nous  conseillons  de  remplacer  I'hydroxyde  de  baryum  par  de 
I'hydroxyde  de  sodium,  lorsqu'il  s'agit  de  titrer  la  phenylalanine 
ou  des  melanges  riches  en  phenylalanine.  Cest  que  la  soude 
donne  des  liqueurs  parfaitement  limpides  et  que  le  titrage  suit 
une  marche  normale  a  tous  egards. 

Proline.  Bien  que  la  proline  contienne  un  groupe  imine  et 
non  un  groupe  amine,  elle  donne  avec  le  formol  une  combinaison 
de  caractere  acide;  mais  les  sels  correspondants  s'hydrolysent  si 
facilement  qu'une  titration  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a  coloration 
faiblement  rouge  conduit  a  des  chiffres  trop  inferieurs  ct  donne 
des  resultats  on  ne  peut  plus  incertains,  et  meme  le  titrage  jusqu'a 
coloration  rouge  tres  vive  donne  lieu  a  une  consommation  de 
baryte  beaucoup  moins  grande  que  ceile  prevue  par  le  calcul 
(voir  tableau  22).  Ce  n'est  qu'en  poussant  la  concentration  des 
ions  hydroxyle  au  meme  degre  que  celle  du  titrage  a  la  thymol- 
phtaleine  que  I'hydrolyse  est  reduite  a  presque  rien. 

Tableau  22.     Proline. 


Substance  employee 

Indicateur 
employe 

Quantites 

en  cc.  de 

solution  au 

j  Quantites  exigees 

'de  solut.  de  baryte 

norm,  au  Vs 

Remarques 

employees 

en  cc. 

en  tant  % 
de  la  theorie 

On  a  employe  une 
preparation  par  syn- 
ihese  faite  par  A.  C. 
Andersen   et   ren- 
fermant    une    mole 
cule  d'eau    de    cris- 
tallisation    (Ces  me- 
mes  Comptes-rendus 
6.   153  [1905])- 

13  molec.  milligr. 
(lgr,73o7)    ont   ete 
dissoules     dans     de 
I'eau    ct    completees 
a  1 30  cc.  (solution 
au   Vio;. 

Phenol- 
phtaleine 
coul.  rouge 
faiblemais 
distincte 

Phenol- 
phtaleine 
couleur 
rouge 
tres  vif 

Thymol 
phtaleine 

1      '° 

20 

J      30 

ID 

20 

j       30 

10 
20 
30 

305 
5-75 
730 

4-25 

8.CX) 

10.85 

495 
9.20 

1 31.'; 

61 

57-5 
48.7 

85 
80 

72.3 

99 
92 

87.7 

Viragc  tres  mauvais. 
id. 
id. 

Virage  par  occ,2 

Viragc  mauvais. 

id. 

Viragc  conimc  C 
Virage   par  oi-'i-,2 
Virage  ]iar  0'-i,3 

Tyrosine.  Ainsi  ([iic  uou.s  I'avons  deja  dit  dans  riiitrociuc- 
tion  (voir  p.  16),  Ic  titrage  au  formol  de  la  t>-rosine  exige  une 
quantite   de    Bar.    superieure    a    celle    jnevue    jiar    la    theorie,    ("t 
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d'autant  plus  que  la  concentration  des  ions  hydroxyle  est  plus 
grande  au  point  de  virage.  Nous  avons  egalement  vu  que  la 
combinaison  methylenique  de  la  tyrosine  donne  naissance  a  un 
sel  de  baryum  difficilement  soluble;  c'est  pourquoi  il  serait  bon 
d'employer  une  solution  de  soude  quand  il  s'agit  de  titrer  des 
melanges  riches  en  tyrosine.  Du  reste,  nous  renvoyons  au  ta- 
bleau 23. 

Combinaisons  renfermant  un  groupe  guanidine;  Ar- 
ginine.  La  passivite  du  groupe  guanidine  a  I'egard  du  formol 
a  deja  ete  mentionnee  precedemment  (voir  p.  16);  c'est  pourquoi 
nous  nous  bornerons  ici  a  dire  que  dans  certains  titrages  au 
formol  de  20  cc.  d'une  solution  norm,  au  Vio  d'un  nitrate  guani- 
dinique  pur  et  parfaitement  neutre  a  I'cgard  du  tournesol,  la  con- 
sommation  de  baryte  a  ete  limitee  entre  o'^=,00  et  0='=,05,  c^uc 
I'indicateur  fut  la  phenolphtaleine  ou  la  thymolphtaleiiie.  Pour 
ctre  complet,  nous  ajouterons  qu'apres  repos  jusqu'au  lendemain 
toutes  les  solutions  contenant  de  la  guanidine  se  sont  trouvees 
decolorees  et  qu'on  a  du  verser  de  0^'^,$  a  i  cc.  de  Bar.  pour  obte- 
nir  I'intensite  de  couleur  de  la  liqueur  type,  et  il  en  a  ete  de 
meme  apres  un  nouveau  repos  de  24  heures.  Ouant  a  la  cause 
de  ce  phenomene,  il  faut  I'attribuer  a  ce  que,  abandonnce  en 
milieu  assez  alcaline,  la  guanidine  subit  un  dedoublement,  qui 
cependant  n'a  pas  ete  complet,  car  il  n'y  avait  point  de  prccipite 
de  carbonate  de  baryum. 

Conformement  a  ce  ([ui  vient  d'etre  dit,  la  creatine  et  la 
creatinine  se  sont  comportees  a  la  titration  au  formol  comme 
des  substances  tout  a  fait  neutrcs,  et  le  chlorure  d'argininc, 
ainsi  quil  ressort  du  tableau  24,  a  pu  etre  litre  tres  exactcment 
comme  un  acide  monobasique;  mais  en  solution  alcaline  les  Irois 
corps  se  sont  montrcs  plus  constants  (jue  la  guanidine;  car  les 
solutions  litres  n'ont  guere  perdu  de  leur  inlensite  de  couleur 
apres  repos  juscju'au  lendemain. 

4.  Recherche  dc  la  glycylglycinc  et  de  I'aniiydride 
de  glycine.  Comme  nous  I'avons  vu  dans  Tintroduction  (voir 
p.  18)  et  comme  cela  ressort  aussi  du  talileau  25,  la  glyc\lgl>cine 
se  laisse  exactenicnt  titrer  comme   un  acide   monobasique. 

L'an hydride  de  glycine  a  ete  prepare  d'apres  le  procedd 
de  K.Fischer  el  E.  Fourneau*);  la  teneur  en  azote  a  ete  de 


')  l?fr.  (1.  (Iciitscli.  clifiii.  (les.    34,   2.S70  (1901). 


40 


Tableau   24.     Chlontrc  d'ari^/n/Nr 


Substance  employee 

Quantites 

.   J.     ,          en  cc.  de 

^"^•^f^^"'- solution  au 
employe     ,/^„  „„,„ 

employees 

Quantites  exigees 

de  solution  de  baryta 

norm,  au  V5 

0) 

1 

en  cc. 

en  tant^/o 
de  la  theorie 

On  a  employe  une  preparation 
ohtenue  par  H.  Jessen-Hansen 
par  scission  a  I'acide  chlorhydri(iue 
de  I'edestine.  L'argininc  a  ete  jiu- 
rifiec  par  une  precipitation  repetee 
deux  fois  a  I'acide  phosphotungstique 
et  ])ar  une  triple  precipitation  a  I'elat 
de  combinaison  d 'argent.  Ensuite  on 
a  fait  cristalliser  I'arginine  libre,  et 
Ton  a  fait  cristalliser  dans  de  I'eau 
le  chlorure  obtenu  ]iar  neutralisation 
par  de  I'acide  chlorhydrique.  Enfin 
on  a  desseche  a  I'air. 

Trouve :  26.61  "/o  d' azote  et 
17.16  %  d'HCl.  D'apres  theorie: 
26.65''/o  d'azote  et  17.30O/0  d'HCl. 

13  molecules  milligr.  (2S'',7395) 
ont  ete  dissoutes  dans  65  cc.  de  Bar., 
et  la  solution  a  ete  com])letee  par  de 
I'eau  jusqu'a  130  cc.  (solution  au 
•/lo,  dans  lacjuelie  on  avait  prealable- 
meiit  ajoute,  ])ar  lOcc,  5cc.  solution 
de  liaryte  au  Vs  ;  on  a  tenu  compte 
de   cette   addition   dans   le   titrage"-. 

Phhiol- 
phtaleine 

coul.  rouge 
faible  mais 
distincte 

Phhiol- 
phtaleinc 

couleur 
rouge 
i    tres  vif 

Thyinol- 
phtaleiue 

10 
20 
30 

10 
20 
30 

10 
I     30 

4-95 

9-95 

14.85 

5-05 
10.05 

15-05 

5.20 
10.10 
15.00 

99 

99-5 

99 

lOI 

100.5 
100.3 

104 

lOI 

100 

0 
t> 
B 
B 
0 
0 

> 

24.35%  (d'apres  la  theorie  24.60%).  On  a  bien  agite  02'',2283 
(2  molecules  milligr.)  avec  20  cc.  d'eau,  apres  quoi  le  titrage  au 
formol  a  ete  execute  de  la  maniere  ordinaire.  Meme  a  la  fm  de 
la  titration,  lorsque  le  volume  avait  atteint  entre  40  et  50  cc, 
tout  n'avait  pas  encore  ete  dissous.  La  consommation  en  Bar. 
dans  le  titrage  a  la  thymolphtaleine  a  ete  de  0'^'^,05,  et  dans  le 
titrage  a  la  phenolphtaleine  jusqu'a  production  soit  d'une  couleur 
rouge  tres  vif,  elle  a  ete  nulle.  Apres  un  repos  de  24  heures, 
I'intensite  de  couleur  des  liqueurs  de  controle  et  d'anhydride  de 
glj'cine  a  ete  a  peu  de  chose  pres  identique.  II  s'ensuit  que 
I'anhydride  de  glycine  se  comporte,  a  la  titration  au  formol, 
comme  une  substance  absolument  neutre. 

5.  Scission  dun  melange  de  polj'peptides.  L'echan- 
tillon  d'acides  monamines  envoye  par  Henriques  et  Hansen 
(voir  p.  19)  etait  a  I'etat  d'une  poudre  fine,  legerement  jaunatre 
et  contenant  pas  mal  de  sel  de  calcium. 

On  a  fait  dissoudre  13 ^"^,5  dans  un  dcmi-litre  d'eau;  on  a 
separe  par  filtration  une  petite  quantite  de  carbonate  de  calcium. 
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Tableau  2^.     Glycylglycine. 


Substance  employee 


Indicateur      ,     . 

,      .    :  solution  au 
employe   i  , , 


Quantites  j    Quantites  exigees   i 
en  cc.  de  i  de  solution  debaryte| 
norm,  au  Vs 


La  glycylglycine  employee  a  ete 
preparee  par  S.  Palitzsch  d'apres 
le  precede  de  E.  Fischer  (Ber.  d. 
deutsch.  chem.  Ges.  38,  607  [1905]), 
seulement  en  renipla^ant  la  sonde 
par  la  baryle  (abandon  de  4  gr. 
d'anhydride  de  glycine  avec  200  cc. 
de  solution  de  baryte  norm,  au  Vio 
a  la  temperature  ordinaire  pendant 
6  heures,  et  precipitation  subse- 
quente  de  la  baryte  par  I'acide  sul- 
furique). 

Four  les  9  premieres  experien- 
ces on  a  employe  une  preparation 
dont  la  teneur  en  azote  a  ete  de 
21.18  "/o,  dans  les  9  dernieres  ex- 
periences une  preparation  dont  la 
teneur  a  ete  de  21.16%  (d'apres 
theorie  21.25  "/»)• 


Phenol- 

phtaleine 

coul.  rouge 

i  fail)le  mais 

I  distincte 

1    Phenol- 
phlaleine 
coul. rouge 
tres  vif 

Thyiiiol- 
phtaleine 


Fhhiol- 

phtaUine 

coul.  rouge 

faible  mais 

distincte 


13  molecules  milligr.  (lgr,7l78)  \     P/iei/ol- 

ont  ete  dissoutes  dans  de    I'eau  et  p/italeitie 

completees   par  de  I'eau  a    130  cc.  coul. rouge 

(solution  au  ^/lo  .  tres  vif 


Thy  mo  l- 
phtaleine 


et  ensuite  on  a  debarrasse  du  calcium  la  solution,  dont  la  reac- 
tion etait  bien  nettement  alcaline,  en  y  ajoutant  juste  la  quantite 
necessairc  d'acide  oxalique  normal;  apres  quoi  la  reaction  est 
devenue  fortement  acide.  Aprcs  avoir  separe  par  filtration  I'oxalate 
de  calcium,  on  a  rcduit  la  liqueur  limpide  par  evaporation  dans 
le  vide  jusqu'a  im  ([uart  de  1.,  et  ensuite  on  a  preleve  a  I'aide 
d'une  meme  pipette  deux  prises,  chacune  de  100  cc.  L'une 
d'elles  (A)  a  ete  completce  par  de  I'eau  a  130  cc.  L'autrc  (B)  a 
ete  introduite  dans  un  melange  refroidi  de  35  gr.  d'acide  sulfurique 
concentre  et  de  35  cc.  d'eau;  apres  quoi  on  a  chauffe  au  bain- 
marie  bouillant  pendant  6  heures,  ce  qui  a  fait  prendre  a  la 
solution  une  couleur  un  peu  plus  sombre.  On  a  alors  precipite 
I'acide  sulfurique  par  la  quantite  juste  necessairc  de  baryte  au 
Vio;  on  a  separe  par  filtration  le  .sulfate  dc  bar\  iini,  ct  on  a  lave 
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soigneiisement  a  I'eau  chaudc,  voire  mcme  qu'on  la  enleve  deux 
fois  du  filtre  pour  le  placer  dans  une  capsule  ou  on  I'a  chauffe 
chaque  fois  pendant  une  heure  au  bain-marie  avec  3  quarts  de 
litre  d'eau.  Malgre  ces  soins,  on  n'a  pourtant  pas  reussi  a  ex- 
traire  tout  I'azote  par  le  lavage:  la  quantite  totale  de  sulfate  de 
baryum  contenait  encore  environ  43  mgr.  d'azote.  Apres  avoir 
reduit  par  evaporation  dans  le  vide  la  liqueur  filtree  et  I'eau  de 
lavage,  on  a  filtre  encore  une  fois,  ct  enfin  on  a  complete  par 
de  I'eau  jusqu'a  130  cc.^). 

Nous  voila  done  avec  deux  volumes  de   130  cc,  savoir: 

A,  de  la  solution  primitive 

B,  de  la  solution  h\drolysee  avec  de  I'acide  sulfuri([ue. 

10  cc.  de  A  contenaient  en  tout  38'"si^3o  d'azote,  tandis  que 
10  cc.  de  B  ne  renfermaicnt  que  35"""'',  10  d'azote.  L'azote  manquant 
(13  X  3"'«'^,2  -—  4i"ig'^,6)  se  trouve  dans  le  sulfate  de  baryum  (voir  plus 
haut).  Comme  cependant  il  est  a  presumer  que  meme  les  combi- 
naisons  azotees  entrainees  en  quantites  relativement  petites  par 
le  sulfate  de  baryum  se  comportent  d'une  maniere  analogue  a 
celles  qui  sont  dcmeurces  dans  la  solution,  il  s'ensuit  ({ue,  afin  de 
donner  des  chiffres  comparables  avec  ceux  obtenus  pour  la  solu 

tion  (A),    les  rcsultats    fournis  par  les  analyses  de  la  solution  (B) 

-,0  5 
doivent  etre  multiplies  par         -. 

35-1 

Les  analyses  que  nous  avons  faites  ont  donnc  les  rcsultats 
suivants: 

Titrages  au  forniol.  Pour  chaque  titrage  on  a  employe  10  cc. 
de  solution,  et  comme  controle  10  cc.  d'eau  qui,  additionnee  de  3 
gouttes  de  tropeoline  00  et  de  g  gouttes  de  brun  de  Bismarck  (voir 
p.  17),  a  pris  une  couleur  voisine  de  celle  des  solutions  a  examiner. 
La  titration  a  la  phenolphtateine  jusqu'a  coloration  rouge  tres 
vif  (virage  par  o'-^', i): 

A:    ii",25   Bar 31  ""-'',50  N 

B:    12^"^, 65     —  I 

3^-3         _  o.x     !      38'"«S64    - 
35-1 


(12.65  X   _  ■    -   13-80)    j 


*)  Dans  cette  solution  on  a  pu  constaier  qualitalivcmcnt  une  faihle  trace  d'acide 
sulfurique.  A  2  cc.  de  la  solution  on  a  ajoutc  une  goutte  de  baryte  au  '/b, 
ce  qui  a  donne  iiaissancc,  ajircs  rcjios,  a  un  leger  precipite;  mais  apres 
filtration,  la  liqueur  limpide  s'esl  irouvee  contenir  du  baryum,  niais  non  de 
I'acide  sulfurique.  La  pro]iortion  d'acide  sulfurique  qui  existait  dans  la 
solution  primitive  ctait  si  ]ietitc  que  dans  les  calculs  (jui  vont  suivre  il  sera 
inutile  d'en  tenir  compte. 
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Titrage  a  la  thymolphtaleine  (viragc  par  o'='^,2): 

A :    I  i^S45   Bar 32"ig',o6  N 

B:   12-^^95     —  I 

(■^;'5  X  l^^^  =  .4..3)  I   ^'    ■'' 

Dosages    de    rammoniaque.      Par    destination    en  presence 
d'un  exces  de  carbonate  de  baryum,  on  a  obtenu  de 

lo  cc.  de  A  de  I'ammoniatiue  correspondant  a  o™g'',2  N 

ID      —     B  —  —  a  o'"g'',6  - 

(0.6  X  -^^°  =  0.65) 
35-IO 
Precipitations  par  I'acide  phosphotungsticiue.  Conime 
le  precipite,  au(|uel  donne  lieu  I'acide  phosphotungstique,  etait  par- 
tiellement  soluble  dans  un  exces  assez  abondant  du  precipitant,  on  a 
determine  par  de  petits  essais  preliminaires  la  quantite  d'acide  phos- 
photungstique necessaire  pour  donner,  dans  les  conditions  011  nous 
nous  etions  places,  une  precipitation  complete;  pour  I'experience 
finale  on  a  fait  usage  d'acide  phosphotungsticiue  juste  en  (piantite 
necessaire  pour  ([u'une  petite  addition  ulterieure  ne  donnat  plus  de 
precipite.  (^n  a  entrepris  des  precipitations  a  2  degres  differents 
d'acidite.  Pour  chaque  essai  on  a  employe  15  cc.  des  solutions  (A) 
ou  (B);  apres  addition  du  precipitant,  on  a  complete  par  I'eau  jusqu'a 
25  cc,  et  le  lendemain  on  a  filtre  et  dose  I'azote  sur  10  cc.  de  la 
liqueur  filtree. 

[   15  cc.  de  solution  (A)  ou  (B). 
Precipitation  dans  un      |   o'-'^,3o   d'acide  sulfurique  a   5   norm, 
licjuide  faiblement  acide   j   7''^,5   d'acide  phosphotungsticpie  a   10  Vo. 

I    +  de  I'eau  jusqu'a   25  cc. 
A:    10  cc.  de  la  liqueur  filtree  contenaient  22'"8i'^20  d'azote;  par 
consequent:    non  precipite,    dans   10  cc.  de  la  solution  (A),    37"'S"^,oo 
d'azote;  precipite 

38.30  -^  37.00  =  i"'g^3o. 
B:    ID  cc.   de  la  li(|ueur  filtree  contenaient    ig'"^',C)o  d'azote;  i>ar 
consecjuent:    non    precipite,    dans    10  cc.   de  la  solution   (B),    33'"*^^I7 
d'azote,  ])recipite 

35"'sSio  ~  33"'^",i7  ^  i'"*'".9.5   ('-93  X   ^   '^°  =  2. 11). 

35-IO 
„      .   .      .         ,  (   1 5  cc.   de  solution   (A)  ou  (B). 

Precipitation  dans  ^^^^-^^  sulfuri.pie  .1   5   norm, 

un  hciu.de  plus  fortement      ^,,^^   ^^^^-^^  phosphotungsti.|ue  a    ,0%. 
'^^'  ^  I   4-  de  I'eau  jus(|u'i  25  cc. 

A:    10  cc.  de  la  li(|ueur  filtree  contenaient  2i'"«%6o  N;   par  consc- 
(|uent:  non  precipite,  dans  locc.  de  la  solution  (A),  36"'«',oo;  precipite 
38"'K\3o  ~  36"'K\oo  =  2"'Sr,30. 
B:   10  cc.  du  liquide  filtre  contenaient  ig"'K',4oN;  par  conse(|uent : 
non   precipite,   dans    10  cc.   de  la  solution   (15),   32'"'-'', 33   N;   prO('ii>itc 

35'"«Mo  ^  32"'«^33  -  2'"«',77   (2.77  X   ^   *^°  -  3-o2)- 

35-IO 

Ces  resultats  d  analyses  sc  Irouvent  consignes  dans  Ic  tableau  26. 
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Tableau  26.     Rdsultats  d' analyses. 


A 
Milli- 
grammes 
d'azote 

Milli- 
grammes 
d'azote 

Difference  B -^- A 

Nature  de  I'analyse 

En  milli- 
grammes 
d'azote 

Pour  cent 

de  r  azote 

toul 

Tilrage    au    formol    (phenolphtaleine, 
couleur  rouge  tres  vif) 

Tilrage  au   formol   (ihymolptaleine)  .    . 

Dosage  de  rainmoniaijue 

Dosage    de     I 'azote     i)recipitable     par 
I'acide     phosphotungstirjue     (milieu 
faiblement  acidej 

III.   ("milieu  ])lus  acide^; 

}  31-50 

32.06 

0.20 

2.30 

38.64  *; 

39-56  ^) 
0.65 

2.1  £ 

3.02 

7.14 

7-50 
0.45 

0.81 

0.72 

18.64 

19-58 
1. 17 

2. II 

1.88 

6.  DcdoLiblement  de  quelques  sub. stances  pro- 
teiques.  Comme  nous  I'avons  dit  dans  I'introduction,  le  titrage 
au  formol  est  deja  applique  depuis  quelque  temps  dans  notre 
laboratoire  a  la  mesure  des  dedoublements  de  substances  pro- 
teiques.  Je  vais  donner  dans  ce  chapitre  les  resultats  de  quelques 
experiences  dans  lesquelles  on  a  employe,  pour  la  mesure  de 
I'etendue  de  la  proteolyse,  et  le  titrage  au  formol  et  la  precipita- 
tion par  I'acide  tannique.  En  agissant  ainsi,  j'ai  eu  seulement 
I'intention  de  montrer  la  difference  entre  les  deux  methodes  em- 
ployees, et  les  conclusions  qu'on  pourra  tirer  sous  d'autres  rap- 
ports de  ces  experiences  ne  seront  pas  mentionnees  dans  le  pre- 
sent memoire. 

Dans  ces  experiences  on  a  employe   les  solutions  suivantes: 

a)  Une  solution  de  pepsine  preparee  en  dissolvant  i  gr.  de 
pepsine  (Griibler)  dans  un  demi-1.  d'acide  chlorhydrique  norm,  au  ^/loo. 


*)  II  ne  faut  pas  se  laisser  troubler  par  le  fait  que  le  titrage  au  formol  a  donne 
ici  une  teneur  totale  en  groupes  carboxyles  correspondante  a  une  teneur  en 
azote  superieure  a  celle  qui  se  trouve  reellement  dans  la  solution.  En  effet, 
ce  n'est  que  dans  le  cas  ou  il  y  a  un  seul  atome  d'azote  par  groupe  car- 
boxyle  qu'on  peut  deduire  par  le  calcul  la  teneur  en  azote  quand  la  teneur 
en  carboxyle  est  connue.  Dans  des  solutions  a  reaction  acide  comme  celles 
dont  il  est  ici  question,  il  est  inevitable  que  de  cette  maniere  on  trouve 
ordinairement  une  teneur  trop  elevee  en  azote.  Cependant  ce  dont  il 
s'agit  ici,  ce  nest  pas  la  teneur  en  azote  de  (A)  et  de  (B)  cal- 
culee  d'apres  le  titrage  au  formol,  mais  seulement  la  difference 
entre  les  deux  teneurs  en  azote;  car  cette  difference  correspond 
a  la  quantite  des  liaisons  peptidiques  rompues  par  le  traite- 
ment  avec  de  I'acide  sulfurique. 
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b)  Une  solution  de  pancreatine  preparee  en  dissolvant  i  gr. 
de  pancreatine  (Rhenania)  dans  ^/2  1.  d'eau. 

c)  Une  solution  d'erepsine  preparee  essentiellement  d'apres 
le  procede  indique  par  O.  Cohnheim  ^).  On  a  pris  des  intestins 
greles  de  chiens  recemment  tues^)-,  on  les  a  bien  laves;  on  en  a 
racle  la  muqueuse,  et  on  I'a  trituree  dans  un  mortier  avec  du  sable 
et  un  peu  d'une  solution  de  sel  marin  a  o.q  Vo;  ensuite  on  a  me- 
lange avec  du  silex  d'infusoires  jusqu'a  obtention  d'une  masse  a  peu 
pr^s  solide,  qu'on  a  exprimee  a  la  presse  Buchner;  le  jus  extrait, 
qui  etait  loin  d'etre  limpide,  a  ete  melange  de  nouveau  avec  du 
silex  d'infusoires,  et  Ton  a  exprime  de  nouveau;  le  jus  obtenu,  qui 
etait  alors  devenu  presque  limpide,  a  ete  filtre  sur  un  filtre  ordinaire, 
et  c'est  cette  liqueur  filtree  qui  a  servi  de  solution  erepsitjue. 

d)  Une  solution  a  environ  4^/0  de  peptone -Witte.  Cette 
solution  a  ete  preparee  en  agitant  40  gr.  de  peptone  Witte  (produit 
ordinaire  du  commerce)  avec  i  1.  d'eau  pendant  2  heures  dans  un 
agitateur  a  la  temperature  ordinaire  et  en  chauffant  le  liquide  pen- 
dant I  heure  au  bain-marie.  Apres  une  addition  convenable  d'acide 
chlorhydrique  ou  d'hydroxyde  de  sodium,  la  solution  refroidie,  puis 
filtree,  a  servi  aux  experiences  sur  toutes  les  trois  enzymes. 

e)  Une  solution  acide  de  caseine  preparee  en  agitant  10  gr. 
de  caseine  (d'aprds  Hammarsten;  preparation  de  Kahlbaum)  avec 
60  cc.  d'acide  chlorhydrique  au  ^/s  et  280  cc.  d'eau  dans  I'agitateur 
pendant   i   heure.     La  solution  a  servi  k  la  digestion  pepsique. 

f)  Une  solution  alcaline  de  caseine  prepare'e  en  agitant 
40  gr.  de  caseine  avec  30  cc.  de  solution  norm,  de  soude  et  900  cc. 
d'eau  pendant  i  heure,  apr^s  quoi  on  a  complete  la  solution  par  de 
I'eau  jusqu'a  i  1.  Cette  solution  a  servi  aux  digestions  pancreatique 
et  erepsicjue. 

g)  Une  solution  neutre  a  environ  4*^/0  de  blanc  d'oeuf 
cru  de  poule,  preparee  en  agitant  pendant  2  heures  un  melange 
de  300  gr.  de  blanc  d'ccuf  cru  de  poule,  573  gr.  d'eau  et  27  cc. 
d'acide  chlorhydrique  au  */io,  en  abandonnant  ensuite  la  liqueur 
jusqu'au  lendemain  dans  une  glaciere,  et  enfin  en  filtrant.  Cette  solu- 
tion n'a  servi  qu'a  la  digestion  pepsi(iue. 

h)  Une  solution  neutre  a  environ  2.2  ^/o  de  blanc  d'txmf 
de  poule  en  partie  digeree,  preparee,  en  partant  de  la  solution 
(g),  par  digestion  pepsicjue  pendant  20  heures  ^  37  ^  dans  une  solu- 
tion acidulee  a  I'acide  chlorhydrique,  puis  addition  de  la  quantite 
de  soude  ecjuivalente  a  I'acide  chlorhydrique  employe.  Cette  solution 
a  servi  k  la  digestion  pancreatique. 

Voici  la  liste  des  melanges  i|u'on  a  disposes  en  \  ue  de  la 
digestion : 


^)  Zeitschr.  physinl.  Cliein.  33,  457   f  1901). 

')  Nous  ])rions  encore  ici  MM.  le  iirof.  1 1  eii  ri  i]  lies  et  le  prol.  Il.iiisen 
d'afjrcer  nos  ineiileiirs  reinerciemcnls  pour  I'.-iiiniihle  oblifjeance  .avec  ia<|uelle 
ils  ont  toujoiirs  mis  ;"i  notre  (lisposiiimi  Ics  iiiicsiins  nccessaires  a  nos  expe- 
riences. 
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Digestion  pepsique. 

N'     I.      125  cc.  de  peptone  Witte  (a)  +  15^0.  d'acide  chlorhydrique 

normal  +  75CC.  de  solution  de  pepsine  (a)  +  de  I'eau  com- 

pletant   250  cc. 
N'"    2.     I.a   solution    acide   enti^re    de   caseine    (e)    +    150  cc.  de   la 

solution  de  pepsine  (a). 
N""    3.     600  cc.  de   blanc   dVeuf  cru  de   poule  (g)   -|-  60  cc.  d'acide 

chlorhydrique  norm.  +  320  cc.  de  la  solution  de  pepsine  (a)  -|- 

de  I'eau  completant   i   1. 

Digestion  t  r  y  p  s  i  ( [  u  e. 

N°  4.  125  cc.  de  peptone  Witte  (d)  +  75  cc.  de  solution  de  pan- 
creatine (b)  +  de  I'eau  completant  250  cc. 

N'  5.  125  cc.  de  peptone  Witte  (d)  +  17'"', 5  lessive  de  soude 
au  ^/lo  +  75  cc.  de  solution  de  pancreatine  (b)  +  de  I'eau 
completant  250  cc. 

N°  6.  125  cc.  de  peptone  Witte  (d)  4-  3  7'''", 5  lessive  de  soude 
au  Vio  +  75  cc.  de  solution  de  pancreatine  (b)  +  de  I'eau 
completant  250  cc. 

N^  7.  125  cc.  de  solution  alcaline  de  caseine  (f)  -!-  6'^'^, 5  d'acide 
chlorhydricjue  au  ^/lo  -f  75  cc.  de  solution  de  pancrea- 
tine (b)  +  de  I'eau  completant  250  cc. 

N'  8.  125  cc.  de  solution  alcaline  de  caseine  (f)  +  5  cc.  de  les- 
sive du  soude  au  ^/lo  +  75  cc.  de  solution  de  pancrea- 
tine (b)  -\-  de  I'eau  completant  250  cc. 

N°  9.  125  cc.  de  solution  alcaline  de  caseine  (f)  +  12'='^, 5  de  les- 
sive de  soude  au  ^/lo  +  75  cc.  de  solution  de  pancrea- 
tine (b)  -|-  de  I'eau  completant  250  cc. 

N"  10.  150  cc.  de  solution  de  blanc  d'oeuf  partiellement  digere  (h)  + 
i3'^'.5  d'acide  chlorhydrique  au  ^/s  +  7  5  cc.  de  solu- 
tion de  pancreatine  (b)  +  de  I'eau  completant   250  cc. 

N'-  II.  150  cc.  de  blanc  d'cjeuf  partiellement  digere  (h)  -|-  75  cc.  de 
solution  de  pancreatine  (b)  +  de  I'eau  completant  250  cc. 

N'  12.  150  cc.  de  blanc  d'cjeuf  partiellement  digere  (h)  +  10'^'^, c,  de 
lessive  de  soude  au  ^/s  -|-  75  cc.  de  solution  de  pancrea- 
tine (b)  +  de  I'eau  completant  250  cc. 

Digestion  ere  p  si  que. 

N°  13.      125  cc.  peptone  Witte  (d)  +  65  cc.  de  solution    d'erepsine 

(c)  -r  de  I'eau  completant   250  cc. 
N'^  14.      125   cc.    de    peptone  Witte  (d)   +    i  7  "^^ ,  5    de    lessive   de 

soude  au  ^/lo  +  65  cc.  de  solution  d'erepsine  (c)  +  de  I'eau 

completant  250  cc. 
N'15.      125  cc.    de    peptone  Witte    (d)    +    37  ",5    de   lessive   de 

soude  au  ^/lo  -f  65  cc.  de  solution  d'erepsine  (c)  -|-  de  I'eau 

completant  250  cc. 
N"  16.      125  cc.  de  solution  alcaline  de  caseine  (f)  +  6'^',5   d'acide 

chlorhydritjue   au    */io   4-   45  cc.    de    solution    d'erepsine 

(c)  -j-  de  I'eau  completant  250  cc. 
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N'    17.    125  cc.  de  solution  alcaline  de  caseine  (f)  +  5  cc.  de  les- 

sive  de  soude  au  ^/lo  +  45  cc.  de  solution  d'erepsine  (c)  + 

de  I'eau  completant  250  cc. 
N"    18.    125  cc.  de  solution  alcaline  de  caseine  (f)  +  i  2 '^'^,  5   de  les- 

sive  de  soude  au  ^/lo  +  45  cc.  de  solution  d'erepsine  (c)  + 

de  I'eau  completant  250  cc. 

La  digestion  a  ete  operee  dans  des  matras  en  verre,  qu'on  a 
laisses  k  une  temperature  de  37**  dans  une  etuve  chaufFee  a  I'electricite. 
Dans  le  but  d'empecher  un  developpement  de  bacteries,  on  avait 
ajoute  du  toluene  aux  liqueurs  de  digestion. 

On  a  preleve  des  echantillons  pour  la  titration  au  formol  et 
pour  la  precipitation  par  I'acide  tannique  des  le  debut  de  I'experience, 
puis  au  bout  de  6  heures,  30  heures  et  150  heures  de  digestion; 
ces  echantillons  ont  ete  analyses  aussitot  preleves. 

Pour  la  precipitation  par  I'acide  tannique  on  a  employe 
une  prise  de  20  cc;  on  y  a  ajoute  la  quantite  d'acide  chlorhydrique 
ou  de  soude  equivalente  a  la  (juantite  de  soude  ou  d'acide  chlor- 
hydricjue  existant  dans  la  solution.  Ensuite  on  a  ajoute  2  cc.  d'une 
solution  norm,  d'acetate  de  sodium  (la(]uelle  en  y  ajoutant  goutte  a 
goutte  de  I'acide  aceticiue  avait  ete  rendue  de  reaction  neutre  a 
I'egard  du  tournesol),  10  cc.  d'une  solution  atjueuse  a  lo'^/o  d'acide 
tannicjue  et  enfin  de  I'eau  jusqu'a  un  volume  total  de  50  cc.  Apres 
avoir  bien  agite  et  abandonne  au  repos  jusqu'au  lendemain,  on  a 
filtre  et  dose  la  teneur  en  azote,  d'apres  la  methode  de  Kjeldahl, 
sur  25  cc.  de  la  litjueur  filtree.  En  multipliant  la  teneur  en  azote 
par  le  nombre  2 ,  on  arrive  au  nombre  indic^ue  dans  le  tableau 
27  pour  I'azote  non  precipitable  par  I'acide  tannicjue  dans  20  cc.  de 
la  liqueur  soumise  a  I'experience  (on  n'a  pas  tenu  compte  du  volume 
du  precipite).  Des  experiences  prelim inaires  ont  montre  (jue  la  quantite 
d'acide  tannique  employee  etait  convenable,  et  dans  chaque  experience 
on  s'est  naturellement  assure  de  c£  ([u'une  addition  ultcrieuro  a  la 
li(|ueur  filtree  ne  donnait  ])lus  de  precij)ite. 

Dans  le  tit  rage  au  formol  on  a  egalement  emj)loye  une  i)rise 
de  20  cc.  Dans  tous  les  cas  on  a  opere  une  titration  a  la  phenol- 
phtaleine  juscju'a  couleur  rouge  tres  vif  avec  de  la  solution  de  baryte 
au  ^/s,  et  le  virage  etait  toujours  satisfaisant,  et  ordinairement  meme 
aussi  net,  a  peu  de  chose  pr6s,  ([ue  celui  de  la  liijueur  de  controle. 
Souvent  on  a  egalement  opere  un  titrage  a  la  thymolphtaleine  dans 
une  nouvelle  prise  de  20  cc.  de  la  liqueur;  mais  il  arrivait  tjue,  au 
cours  de  cette  titration,  I'alcool  present  donnait  lieu  h  un  precipite 
tellement  abondant  (|ue  le  titrage  dcvenait  inccrtain.  Dans  le  calciil 
de  I'analyse  on  a  naturellement  teiui  compte  de  la  (iiiantite  d'acide 
chlorhydrique  ou  de  soude  ajoutee  au  prealable  i  la  lii|ueur  de  tiige- 
stion.  De  cette  mani^re  la  consommation  de  baryte  au  '/&.  nuilti- 
pliee  par  2.8,  a  donne  le  nombre  de  milligrammes  d'azote  corrcspon- 
dant  ;i  hi  totalite  des  groii|)es  carboxyles  libres  en  presence;  ces 
chiffres  se  trouvent  consigncs  <hins  le  tableau  27  sous  hi  rubriiiiie: 
'I'itrage  au  formol. 
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Pour  faciliter  la  comprehension  des  tableaux  27  et  28,  je 
vais  ajouter  quelques  observations. 

Nous  avons  deja  vu  dans  I'introduction  (p.  15)  que  certaines 
substances  proteiques  naturelles  forment  avec  le  formol  et  la  ba- 
ryte  des  combinaisons  difficilement  solubles  qui  donnent  lieu  a 
des  difficultes  dans  la  titration,  surtout  dans  celle  a  la  thymol- 
phtaleine,  ou  entre  un  peu  d'alcool.  Cet  etat  de  choses  est  mis 
en  evidence  par  les  resultats  resumes  dans  le  tableau  27,  quand 
on  compare  entre  eux  les  chififres  obtenus  par  le  titrage  au  formol, 
soit  avec  la  phenolphtaleine  soit  avec  la  thymolphtaleine  comme 
indicateur.  Dans  toutes  les  experiences  faites  sur  le  peptone 
Witte  il  s'est  produit  un  precipite  soit  niinime  soit  nul,  et  les 
titrages  a  la  thymolphtaleine  ont  generalement  donne  des  chiffres 
un  peu  plus  eleves  que  les  titrages  a  la  phenolphtaleine,  comme 
on  devait  s'y  attendre  d'apres  les  resultats  obtenus  avec  les  acides 
amines  purs.  II  en  a  ete  tout  autrement  dans  les  experiences 
sur  la  caseine.  Dans  celles-ci  les  titrages  a  la  phenolphtaleine 
executes  des  le  debut  n'ont  produit  qu'un  leger  precipite,  tandis 
que  les  titrages  a  la  thymolphtaleine  ont  donne  un  abondant 
precipite  compose  vraisemblablement  de  sels  de  baryum  qui  a 
I'etat  de  dissolution  auraient  ete  en  partie  hydrolyses  avec  forma- 
tion d'hydroxyde  de  baryum.  Par  suite,  la  formation  du  precipite 
abondant  est  la  preuve  d'une  consommation  trop  grande  de  ba- 
ryte,  le  titrage  a  la  thymolphtaleine  a  donne  des  resultats  trop 
eleves;  c'est  pourquoi  dans  le  tableau  27  nous  avons  mis  entre 
parentheses  les  chiffres  relatifs  a  ces  resultats.  Cependant,  des 
que  la  digestion  de  la  caseine  avec  la  pepsine  ou  la  pancreatine 
eut  dure  quelques  heures,  la  liqueur  de  digestion  s'est  laissee 
titrer  au  formol,  et  avec  la  phenolphtaleine  et  avec  la  thymol- 
phtaleine comme  indicateur,  sans  qu'il  se  produisit  aucun  precipite. 
Aussi  ressort-il  du  tableau  27  qu'au  bout  de  30  heures  ou  de 
150  heures  les  titrages  avec  les  deux  indicateurs  accusent  une 
concordance  satisfaisante.  II  en  est  essentiellement  de  meme 
pour  la  digestion  erepsique  de  la  caseine;  toutefois,  meme  apres 
une  digestion  tres  prolongee,  il  s'est  produit  quelque  peu  de 
precijiit^  tant  aux  titrages  a  la  phenolphtaleine  qu'a  ceux  a  la 
thymolphtaleine,  de  sorte  que  dans  ce  cas  la  concordance  n'est 
pas  tout  a  fait  aussi  parfaite. 

Une  experience  particulierement  interessante  est  celle  sur  le 
blanc  d'oeuf,  le([uel  a  I'etat  cru  n'a  ete  digere  qu'avec  la  pepsine, 
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parce  qu'il  est  tres  lentement  attaque  par  la  pancreatine.  iDanS 
la  digestion  pepsique  du  blanc  d'oeuf  cru,  on  a,  comme  cela 
ressort  du  tableau  27,  constate  au  titrage  a  la  phenolphtaleine 
un  accroissement  lent  et  regulier,  et  ce  n'est  qu'a  la  titration 
executee  des  le  debut  de  I'experience  qu'il  s'est.  produit  un  leger 
precipite;  dans  les  titrages  executes  plus  tard  la  liqueur  est  de- 
meuree  limpide.  II  en  a  ete  tout  autrement  pour  les  titrations  a 
la  thymolphtaleine:  la  premiere  de  ces  titrations  a  donne  un 
abondant  precipite,  et  la  seconde  en  a  donne  un  moins  abondant. 
C'est  pourquoi  ces  deux  titrations,  et  surtout  la  premiere,  ont 
donne  des  chiffres  trop  eleves,  et  ce  n'est  qu'au  bout  de  30  heures 
que  le  liquide  est  reste  limpide  dans  le  titrage  a  la  thymol- 
phtaleine, lequel  par  suite  montre  alors  une  parfaite  concordance 
avec  le  titrage  a  la  phenolphtaleine.  De  meme,  le  blanc  d'ceuf 
partiellement  digere  en  avance,  n'a  fourni  aucun  precipite  dans 
les  titrages  apres  une  digestion  pancreatique  (experiences  N°'  10, 
II,  12);  aussi  les  resultats  de  ces  titrations  montrent-ils  une 
concordance  satisfaisante  entre  eux. 

D'apres  ce  qui  vient  d'etre  dit,  il  est  evident  que  ce  ne  sont 
que  les  resultats  acquis  par  les  titrations  a  la  phenolphtaleine 
qui  peuvent  etre  consideres  comme  surs;  quant  aux  titrations 
a  la  thymolphtaleine,  nous  ne  les  avons  donnees  que  pour  bien 
faire  ressortir  les  phenomenes  dont  il  est  ici  question.  Ouand 
on  veut  titrer  des  proteines  naturelles  en  se  servant  de  thymol- 
phtaleine comme  indicateur,  il  faut,  nous  I'avons  deja  vu  dans 
I'introduction,  employer  une  solution  de  soude  pour  obtenir  un 
resultat  sur 

II  resulte  encore  de  la  ce  que  nous  avons  deja  si- 
gnale  a  maintes  reprises,  a  savoir  que  le  titrage  au  for- 
mol  se  laisse  bienemployer  dans  la  mesure  de  lagrande 
majorite  des  dedoublements  proteolytiques;  mais  I'exe- 
cution  de  ce  titragedoit  naturellement  etre  accom- 
modee  aux  circonstances,  —  et  il  faut  probablemeut 
en  dire  autant  de  I'emploi  d'une  methode  quelcoiuiue. 
Alors  que  la  titration  des  proteines  naturelles  et  des 
premiers  produits  de  leur  decomposition  exige  une 
certaine  attention,  celles  faite  a  un  moment  avanc^  du 
processus  dela  digestion  nepresentepasdedifficult(5, 
et  dans  la  recherche  sur  les  scissions  de  polypeptides, 
recherche    pour    la(|uellc    une    methode    gene  rale    (ait 
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Proteine 
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2 

3 
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1 

II. 10 
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4 

5 
6 
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8 
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12 
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13 
14 
IS 
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36. 
46.. 
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16 

17 

18 
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62.20 

3.80 
3.80 
3.80 
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7.00 
6.40 
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22.50 
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1 
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r  age  au  formol  dans  20  cc.  d 

u  liquide  a 

examiner. 

^e  nombre 

de  cc.   de 

Bar.  au   '/s 

consomme,    multiplie  par  2.8 
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ijuantite  correspondante 

d' azote  en 
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— 
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12.04 
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16.38 
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— 
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8.96 
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19-43 

24.61 
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(11.87) 

— 
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— 

— 
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— 

— 
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8.88 

> 

11.12 

5.24 

— 

8.74 
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— 
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— 
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12.74             17-78 
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— 
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— 
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— 
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— 

4* 


52 
Tableau  28. 
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B 

-! 

s 

E 

7^ 
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8 
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15 
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16 
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17 
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encore  completement  defaut,  le  titrage  au  formol  sera 
tout  a  fait  suffisant. 

Quant  a  la  maniere  dont  on  a  deduit  les  chiffres  du  tableau 
28  de  ceux  du  tableau  27,  elle  est  evidente,  et  je  me  bornerai  a 
faire  quelques  remarques  sur  les  chiffres  figurant  sous  les  trois 
dernieres  rubriques  du  tableau,  rubriques  qui  indiquent  la  pro- 
portion existante  entre  Taction  enzymatique  mesuree  par  la  pre- 
cipitation par  I'acide  tannique  et  la  meme  action  mesuree  par  le 
titrage  au  formol.  En  supposant  que  ces  deux  methodes  de  me- 
sure  donnassent  toutes  deux  une  mesure  reelle  d'un  meme  change- 
ment  proteolytique  de  la  substance  proteique,  la  proportion  obtenue 
serait  egale  a  i,  ou  du  moins  un  nombre  assez  constant.  Cepen- 
dant  un  regard  jete  sur  les  nombres  des  trois  dernieres  rubriques 
du  tableau  28  montre  qu'il  est  loin  d'en  etre  ainsi.  Dans  la 
digestion  pepsique  la  proportion  est  toujours  superieure  a  2,  et 
souvent  de  beaucoup.  Pour  la  pancreatine  —  et  a  un  degre 
encore  plus  prononce  pour  la  digestion  erepsique  —  la  propor- 
tion, au  fur  et  a  mesure  que  la  digestion  avance,  peut  varier 
beaucoup,  et  si  des  conditions  favorables  permettent  de  pousser 
la  digestion  assez  loin,  la  proportion  peut  descendre  au-dessous 
de  I.  Cette  variation  de  la  proportion  est  surtout  notable  dans 
les  experiences  sur  la  peptone  Witte,  et  principalement  dans 
celles  ou,  par  suite  d'une  concentration  convenable  des  ions  hy- 
drogene,  la  digestion  a  pu  etre  poussee  au  plus  loin  (Experiences 
N"  5,  6,  14,  15).  Dans  les  experiences  sur  la  caseine  la  meme 
variation  de  la  proportion  se  produit  aussi  bien  nettement,  tandis 
que  la  decomposition  trypsique  du  blanc  d'couf  partiellement 
digere  n'est  visiblement  pas  assez  avancee  pour  rendre  manifeste 
la  variation  (voir  au  reste  I'introduction  p.  20). 


II  me  reste  encore  a  faire  queUiiies  observations  sur  la  con- 
centration initiale  des  ions  hydrogcne  indiciucc  pour  chacjue  ex- 
perience particulierc  dans  la  (juatricme  rubricjue  du  tableau  27. 

II  est  generalement  connu  que  la  concentration  des  ions 
hydrogc-ne  du  li(iuidc  de  digestion  Joue  un  role  trcs  important 
pour  la  Vitesse  de  la  decomposition.  Mais  on  ne  sait  pas  avec 
quelle  vitesse  et  jusciu'a  quel  degre  cette  concentration  sc  modifie 
au  cours  de  la  protcolyse.  ICn  consequence,  Irs  concentrations 
des   ions    hydrogcne    doiwiccs  dans   !<•   tableau   27   nc   rcprcsiMilciit 
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que  celles  que  les  liquides  soumis  aux  experiences  avaient  im- 
mediatement  apres  leur  preparation.  Afin  de  donner  une  idee 
des  variations  dont  il  est  question  ici,  je  vais  citer  quelques 
chiffres  obtenus  par  une  digestion  pancreatique  de  peptone  Witte 
dans  un  melange  qui  correspondait  exactement  a  I'experience 
N"  6  du  tableau  27. 


Immediatement  apres  la  preparation  du  liquide  de 
digestion,  la  concentration  des  ions  hydrogene  etait  de      io"^9  37 

Apres  un  repos  du  melange  a  la  temperature  ordi- 
naire, on  a  constate  une  concentration  des  ions  hydro- 
gene  de: 

au  bout  de   10  minutes iO'^9  '3 

—  -     20       —        '     IO"^^-96 

—  -       I   heure 10-^8.63 

—  -     22  heures lO"^ ^^' 


10  cc.  de  la  solution  ici  examinee  renfermaient  (comparez 
I'experience  N"  6  p.  46):  5  cc.  de  peptone  Witte  +  3  cc.  de 
solution  de  pancreatine  +  i'^'^,S  de  solution  de  soude  au  ^/lo  + 
0'^'^,5   d'eau. 

Cependant,  en  preparant  des  solutions  correspondantes,  mais 
contenant  une  proportion  moindre  de  soude,  on  a  constate  qu'im- 
mediatcment  apres  le  melange  la  concentration  des  ions  hydrogene 


Pep.  W 
pour  5  cc. 
pour  5  cc. 
pour         5  cc. 


Pancreat.  NaOH  Vioii.  IhO 

3  CC.         i",3  o«  7 

3   cc.  I'-"'^,!  O'^'^jQ 

3  cc.         o",9  I", I 


etait  de 
10-^-8.96 

10-^8-35 

10 


II  appert  done  de  ces  mesures,  comparees  a  celles  plus  haut, 
que  ce  sont  des  quantites  mesurables  de  soude  qui  dans  les 
premieres  phases  de  la  proteolyse  sont  neutralisees  en  de  tres 
courts  espaces  de  temps,  meme  a  la  temperature  ordinaire. 

Mais  lorsque  j'ai  refait  I'essai  mentionne  plus  haut  (5  cc.  de 
Pep.  W.  +  3  cc.  de  Pancr.  +  i",5  NaOH  Vio  n.  +  o",5  H2O),  mais 
avec  luie  solution  de  pancreatine  qui  avait  ete  prealablement 
chaulTee  pendant  une  demi-heure  au  bain-marie  bouillant,  puis 
refroidie  avant  d'etre  ajoutee,  la  consommation  de  soude  a  ete 
presque  insensible. 
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Immediatement  apres  sa  preparation,  le  melange  accusait 

une  concentration  des  ions  iiydrogene  de iO"="9-37 

Apres  repos  a  la  temperature  ordinaire  pendant  i8  heures, 

on  a  constate  une  concentration  de iO"^9  3° 

Apres  un  repos  ulterieur  a  37^ 

pendant   i  journee,  on  a   trouve    une  concentra- 
tion de I  o  "^  9-o6 

pendant  2  journees,  on  a  trouve  une  concentra- 
tion de 10^901 

On  comprend  aisement  qu'une  hydrolyse  de  la  substance 
proteique  avec  formation  de  groupes  carboxyles  et  amines  en- 
trainera  une  liaison  de  Ihydroxyde  de  sodium  fortement  ionise, 
par  consequent  une  diminution  de  la  teneur  en  ions  hydroxyles. 
Cependant  il  peut  etre  facilement  demontre  a  I'aide  de  la  titra- 
tion au  formol  qu'a  la  temperature  ordinaire  et  pendant  les  courts 
espaces  de  temps  dont  il  est  question  ici,  il  ne  se  produit  une 
rupture  que  de  tres  peu  de  liaisons  peptidiques,  de  sorte  que 
I'explication  de  la  modification  ci-dessus  mentionnee  de  la  con- 
centration des  ions  hydrogene  doit  etre  cherchee  par  d'autres 
voies.  II  ne  rentre  pas  dans  le  cadre  du  present  memoire  de 
discuter  cette  question  plus  en  detail;  mais  j'espere  pouvoir  dans 
des  etudes  subsequentes  contribuer  a  i'explication  de  ces  pheno- 
menes,  ainsi  qu'a  la  determination  des  concentrations  optima  des 
ions  hydrogene  des  scissions  enzymatiques. 

Note  additionelle. 

Maniere  dont  se  comporte  I'acide  urique  dans  le  titrage 

au  formol. 

Bien  que  je  n'aie  pas  soumis  a  un  examen  systematique  la 
maniere  dont  se  comportent  les  derives  de  la  purine  dans  la 
titration  au  formol,  je  vais  pourtant,  avant  de  terminer  ce  me- 
moire, faire  mention  en  peu  de  mots  du  titrage  de  la  combi- 
naison  purique  la  plus  importante,  a  savoir  de  I'acide  tirii|ne 
avec  et  sans  addition  de  formol. 

Sans  addition  de  formol,  I'acide  uri(|ue,  on  le  sait,  se  laisse 
avec  une  solution  de  sonde  et  en  presence  de  la  phenol[)htaleine 
assez  nettement  titrer  comme  un  acide  monobasique;  mais  sans 
emploi  de  quantites  assez  copieuses  d'eau  on  ne  jiarvient  pas  a 
maintenir    en    dissolution   I'uratc  de  sodium   ([ui   se   (ormc.     ( )ii  >' 
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reussit  encore  bien  moins  quand  on  se  sert  pour  la  titration 
d'une  solution  de  baryte.  Si  Ton  delaye  de  lacide  urique  a  de 
I'eau  additionnee  d'un  peu  de  phenolphtaleine  et  qu'on  y  ajoute 
une  solution  de  baryte  au  ^/s,  la  solution  rouge  qui  se  forme 
ainsi  ne  se  decolorera  que  lentement,  meme  si  Ton  agite  bien  et 
meme  si  la  dose  de  baryte  ajoutee  est  bien  inferieure  a  la  quan- 
tite  de  la  theorie.  Si  Ton  ajoute  un  exces  de  baryte  (soit  i  fois  ^/s 
la  valeur  prevue  par  le  caicul),  le  liquide  surnageant  restera, 
il  va  sans  dire,  invariablement  rouge;  mais  si  on  I'agite  bien 
pendant  quelque  temps  et  qu'on  y  ajoute  meme  une  petite  dose 
d'acide  chlorhydrique,  il  se  decolorera,  tandis  que  le  precipite 
continuera  toujours  a  etre  rougeatre.  Apres  quelque  temps  de 
repos,  le  liquide  reprendra  sa  couleur  rouge,  mais  pourra  etre 
decolore  par  quelques  gouttes  d'acide  chlorhydrique  au  ^/s;  cela 
pent  se  reproduire  plusieurs  fois.  La  cause  de  ce  phenomene  est 
evidemment  d'abord  que  I'acide  urique  aussi  bien  que  I'urate  de 
baryum  sont  difficilement  solubles;  et  en  second  lieu  que  I'acide 
urique  (comme  on  le  sait)  est  capable  de  se  combiner  avec  plus 
d'un  equivalent  de  baryte,  si  la  concentration  des  ions  hydroxyle 
du  liquide  surnageant  est  suffisamment  grande,  tandis  que  inverse- 
ment  I'urate  forme  riche  en  baryum  et  difficilement  soluble  subit 
une  nouvelle  hydrolyse  aussitot  que  la  concentration  des  ions 
hydroxyle  du  liquide  surnageant  a  diminue. 

Apres  addition  de  formol,  I'acide  urique  se  laisse 
titrer  facilement  et  nettement  comme  un  acide  mono- 
basique.  L'on  fait  les  titrations  exactement  de  la  maniere 
decrite  precedemment  (voir  p.  21),  en  employant,  par  quantite 
d'acide  urique  variant  de  OS"',3  a  os'^,5,  20  cc.  d'eau  avec  les  quan- 
tites  indiquees  plus  haut  de  formol  et  d'indicateur,  et  une  liqueur 
de  controle  correspondante.  Par  addition  du  leger  exces  ordi- 
naire de  solution  de  sonde  au  Vs,  I'acide  urique  entrera  com- 
pletement  en  dissolution,  quand  on  agite  bien  pendant  quelques 
minutes.  Ensuite  la  titration  en  retour  prend  une  marche  tout  a 
fait  normale  avec  un  virage  aussi  marque  que  celui  de  la  liqueur 
de  controle,  soit  que  Ton  titre  avec  de  la  phenolphtaleine  jusqu'a 
coloration  rouge  faible  ou  fort,  soit  qu'on  se  serve  de  la  thymol- 
phtaleine.  Quand  on  emploie  une  solution  de  baryte  au  Vs,  la 
dissolution  de  I'acide  urique  se  fait  un  peu  plus  lentement; 
toutefois  dans  le  cas  du  titrage  a  la  phenolphtaleine,  ou  il  n'y 
a  pas  d'alcool,   I'acide  urique   se  sera   a   tres    peu  de  chose  pres 
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completement  dissous  par  agitations  repetees  pendant  lo  a  15 
minutes.  Le  titrage  en  retour  se  fait  facilement  avec  un  virage 
aussi  net  que  ceiui  de  la  liqueur  de  controle,  soit  que  Ton  titre 
jusqu'a  couleur  rouge  faible  ou  vif.  Lorsqu'on  se  sert  d'une 
solution  de  baryte,  la  titration  a  la  thymolphtaleine  n'est  guere 
a  recommander,  parce  que  I'alcool  qui  y  existe  rend  difficile 
la  dissolution  du  sel  de  baryum. 

Le  tableau  29   ci-apres  resume    les    resultats    d'une    serie    de 
titrages  au  formol  de  I'acide  urique. 

Tableau  2g\   Titrage  au  formol  de  I'acide  urique. 


Quanlites  cor^spondantes 
de  solution  d'hydroxyde  de 
sodium  ou  de  baryum  au  ^jb 


Quantites 

en  poids 

d'acide  urique 

prelevees 


d'apres  theorie    cons\>mme^s 
en  cc.         I         en\cc. 


Titrage  au  formol 


0.3152 
0.4891 

0.3157 
0.3348 

0.4638 
0.3501 
0.3866 
0.3364 


9-37 
14.54 

9.39 
9.95 

13.79 
10.41 
11.49 
10.00 


Solution  de  soude  au  Vs.  Phenolphtaleine 
jusqu'a  coloration  rouge  faible  ou  forte. 

Solution  de  soude  au  Vs 
Thymolphtaleine . 

Solution  de  baryte  au  Vs. 
Phenolphtaleine  jusqu'a  coloration  rouge 
faible  ou  forte. 


J'offre  encore  en  terminant  mes  meilleurs  remerciements  a 
M.  A.  C.  Anderse/n,  qui  m'a  prete  son  precieux  concours  pen- 
dant toute  la  duree  de  ce  travail. 


Juin    1907. 
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completement  dissous  par  agitations  repetees  pendant  lo  a  15 
minutes.  Le  titrage  en  retour  se  fait  facilement  avec  un  virage 
aussi  net  que  celui  de  la  liqueur  de  controle,  soit  que  Ton  titre 
jusqu'a  couleur  rouge  faible  ou  vif.  Lorsqu'on  se  sert  d'une 
solution  de  baryte,  la  titration  a  la  thymolphtaleine  n'est  guere 
a  recommander,  parce  que  I'alcool  qui  y  existe  rend  difficile 
la  dissolution  du  sel  de  baryum. 

Le  tableau  29   ci-apres  resume    les    resultats    d'une    serie    de 
titrages  au  formol  de  I'acide  urique. 


Tableau  2g.     Titrage  au  formol  de  I'acide  urique. 


Quantites 

en  poids 

d'acide  urique 

prelevees 

gi'- 

Quantites  correspondantes 
de  solution  d'hydroxyde  de 
sodium  ou  de  baryum  au  ^/b 

Titrage  au   formol 

d'apres  theorie    consommees 
en  cc.         1         en  cc. 

0.3152 

0.4891 

9-37 
14.54 

9-34      \ 
14.46      / 

Solution  de  soude  au  ^/b.  Phenolphtaleine 
jusqu'a  coloration  rouge  faible  ou  forte. 

0.3157 
0.3348 

9-39 
9-95 

9-45 
10.02 

Solution  de  soude  au  Vs. 
Thymolphtaleine. 

0.4638 
0.3501 
0.3866 
03364 

1379 
10.41 
11.49 
10.00 

13-76 
10.40 
11.50 
10.00 

' 

Solution   de  baryte  au   Vb- 
Phenolphtaleine  jusqu'a  coloration  rouge 
faible  ou  forte. 

J'offre  encore  en  terminant  mes  meilleurs  remerciements  a 
M.  A.  C.  Andersen,  qui  m'a  prete  son  precieux  concours  pen- 
dant toute  la  duree  de  ce  travail. 


Juin  1907. 


SUR  LA  TITRATION  AU  FORMOL  DE  SOLUTIONS 
FORTEMENT  COLOREES 

PAR 
S.  P.  L.  S0RENSEN  et  H.  JESSEN-HANSEN. 


Dans  le  memoire^)  precedent  on  a  signale,  que  pour  la  titration 
au  formol  de  solutions  jaunes  on  d'un  jaune  brunatre,  il  est 
bon  —  bien  que  ce  ne  soit  pas  toujours  necessaire  —  d'ajouter 
a  la  liqueur  de  controle  de  petites  doses  de  substances  colorantes 
convenablement  choisies,  afin  de  lui  donner  une  couleur  sem- 
blable  a  celle  des  solutions  a  examiner.  Dans  les  dedoublements 
enzymatiques,  il  est  tres  rare  que  la  solution  prenne  une  colo- 
ration si  foncee  qu'il  est  impossible  de  faire  la  titration  a  la 
phenolphtaleine  avec  une  exactitude  suffisante,  quand  la  liqueur 
de  controle  a  ete  coloree  de  cette  fagon.  II  en  est  tout  autre- 
ment  lorsqu'il  s'agit  de  dedoublements  aux  acides,  et  particuliere- 
ment  a  I'acide  chlorhydrique.  En  chauffant  des  substances  pro- 
teiques  avec  de  I'acide  sulfurique  dilue,  et  surtout  si  Ton  chauffe 
ou  evapore  en  presence  d'acide  chlorhydrique  concentre,  la  solu- 
tion prend  une  coloration  dun  brun  tellement  fonce  —  parfois 
presque  noir  —  que  meme  la  titration  a  la  phenolphaleine  (la- 
quelle  pour  les  liquides  quelque  peu  fortement  colores  est  prefe- 
rable a  cell^  a  la  thymolphtaleine)  est  impraticable,  a  moins  que 
le  liquide  ne  soit  dilue  outre  mesure.  La  decoloration  au  noir 
animal  de  pareils  liquides  tres  fonces  occasionne  ordinairement 
une  perte  assez  considerable  d'azote;  en  outre,  on  risque  que 
les  impuretes  contenues  dans  le  noir  animal  ne  modifient  le 
degre  d'acidite  de  la  solution,  ce  qui  a  son  tour  ne  manque- 
rait  pas  d'influencer  la  titration  au  formol.  C'est  pourquoi  il 
est  important  de  trouver    un    procede    permettant,    sans   addition 


*)  Comptesrendus   du  J.aboraloire  de  Carlsberg  7,    17   (1907). 
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de  substances  acides  ou  basiques,  et  sans  perte  sensible  d'azote, 
de  decolorer  suffisarnment  des  solutions  foncees  pour  que  le  ti- 
trage  au  formol  se  laisse  pratiquer  d'une  fagon  satisfaisante. 

Or,  une  serie  d'essais  sur  des  produits  de  scission  a  I'acide 
chlorhydrique  de  diverses  substances  proteiques,  a  demontre  qu'une 
decoloration  semblable  pent  s'efiectuer  d'une  fagon  simple  et  facile, 
en  precipitant  avec  des  quantites  suffi  samment  abondantes 
de  nitrate  d'argent  le  liquide  contenant  une  proportion  con- 
venable  d'acide  chlorhydrique.  Comme  il  ne  doit  forcement 
pas  s'y  trouver  de  sels  d'argent  lors  de  la  titration  au  formol,  il 
faut  faire  en  sorte  qu'il  y  ait  excedent  de  chlorures,  ce  qu'on  pent 
obtenir  par  ex.  en  ajoutant  quekjues  centimetres  cubes  d'une 
forte  solution  de  chlorure  de  baryum.  A  la  suite  de  ce  traite- 
ment,  meme  les  solutions  d'un  brun  tres  fonce,  presque 
noir,  tout  a  fait  opaques  meme  en  couches  tres  min- 
ces, prennent  une  couleurjaune,  tout  au  plus  un  peu 
brunatre,  toutes  les  substances  fortement  colorees 
etant  precipitees  en  meme  temps  que  le  chlorure  d'ar- 
gent. Comme  la  quantite  d'azote  precipitee  en  meme  temps  est 
tout  a  fait  insignifiante  et  qu'aucune  des  substances  ajoutees  n'a 
d'influence  sur  la  titration  (voir  page  66),  on  comprendra  aise- 
ment  comment  la  titration  pent  s'effectuer.  Nous  donnons  plus 
loin  (p.  66)  une  description  des  details  de  la  methode,  ainsi  qu'un 
exemple  de  son  application. 

Partie  experimentale. 

On  a  mis  dans  des  matras  dune  capacite  dun  demi-litre  20  gr. 
de  chacune  des  quatre  proteines  suivantes: 

I ".     Gelatine  (de  premiere  qualite). 

2".     Caseine  (preparation  de   Kahlbaum   «nach   Hamniarsten»). 

3°.      Albumine  d'oeuf  \    (|ualite   courante  d'un 

4".  Albumine  de  serum  |  jaune  brunatre. 
Puis  on  a  verse  dans  chaijue  matras  200  cc.  d'acide  chlorhydriiiue 
concentre.  Apres  avoir  laisse  reposer  juscju'au  lendemain,  nous  avons 
expose  pendant  six  heures  les  matras,  reconverts  chacun  d'un  verre  de 
montre.a  la  chaleur  dun  bain  d'eau  bouillante.  Rnsuite,  on  a  fait  evaporer 
au  bain-marie  jusfiu'a  consistance  sirupcusc,  et  aprt-s  dissolution  dans 
de  I'eau ,  on  a  fait  evaporer  de  nouveau.  Cela  fait,  on  a  <  hauflo 
chatiue  portion  avec  ^/4  1.  d'eau,  laisse  reposer  justjuau  lendemain, 
puis  filtre  et  bien  lave  k  I'eau  le  ddpot  noir  re.ste  sur  le  tiltre.  Dans 
le  residu  noir  insoluble  on  a  dosd  I'azote  total.  La  licjueur  filtrde  et 
I'eau   de   lavage    ont   ete    etendues   avec   de  I'eau  juscjua  un  volume 

5* 
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total  de  ^/2  1. ,  et  ce  sont  les  solutions  plus  ou  moins  foncees  ainsi 
obtenues  qni  ont  servi  a  nos  experiences. 

Nous  avons  dose  I'azote  total  de  ces  solutions  (d'apres  la  me- 
thode  de  Kjeldahl),  leur  teneur  en  chlore  (d'apres  Volhard)  et  leur 
degre  d'acidite,  nous  servant  de  papier  de  tournesol  comme  indica- 
teur;  quant  a  cette  derniere  determination,  elle  ne  pouvait  en  general 
s'effectuer  avec  les  solutions  fortement  colorees,  mais  seulement  avec 
les  licjueurs  decolorees  et  puis  filtrees. 

Enfin,  nous  avons  procede  a  une  serie  d'essais  de  decoloration. 
A  cet  effet,  on  a  melange,  dans  des  fioles  jaugees  de  50  cc,  25  cc. 
(des  solutions  les  moins  colorees)  ou  20  cc.  (des  plus  colorees)  a 
4  cc.  d'une  solution  2-normale  de  chlorure  de  baryum.  A  ce  me- 
lange nous  avons  ajoute  peu  a  peu,  en  agitant  fortement  et 
a  plusieurs  reprises  (au  besoin,  apres  avoir  ferme  la  fiole  avec 
un  bouchon)  des  quantites  differentes  d'une  solution  norm,  au  ^/s 
env.  de  nitrate  d'argent,  et  enfin  de  I'eau  jusqu'a  la  marque  (dans 
la  derniere  experience  de  chaque  serie  le  volume,  sans  addition 
d'eau,  etait  d'un  peu  plus  de  50  cc).  Ensuite  on  a  jete  sur  un  filtre 
ordinaire;  pour  commencer,  le  liquide  filtre  etait  trouble;  mais  ordi- 
nairement  au  bout  de  peu  de  temps  la  filtration  ne  laissait  rien  a 
desirer  (surtout  si  Ton  avait  soin  de  jeter  sur  le  filtre  autant  de  de- 
pot que  possible),  et  si  Ton  remplissait  alors  le  filtre  avec  precau- 
tion, on  obtenait  un  liquide  parfaitement  limpide.  La  filtration  ter- 
minee,  on  jeta  le  reste  du  depot  sur  le  filtre  avec  une  solution  norm, 
au  ^/s  env.  de  chlorure  de  baryum,  et  lava  le  depot  et  le  filtre  trois 
fois  avec  une  solution  norm,  au  ^/s  de  chlorure  de  baryum ;  on  laissa 
le  filtre  se  vider  completement  avant  de  le  remplir  a  nouveau  avec  le 
liquide  de  lavage.  Finalement  on  dosa  I'azote  dans  le  filtre  avec  le  depot. 

On  fit  des  essais  de  decoloration  a  deux  degres  differents  d'aci- 
dite, en  employant  les  solutions  foncees  soit  telles  quelles  (la  teneur 
en  acide  correspondant  a  une  solution  norm,  au  ^/lo  ou  */io) ,  soit 
apres  une  addition  d'hydroxyde  de  sodium  de  maniere  a  rendre  les 
solutions  moins  acides  qu'un  acide  norm,  au  ^/lo.  II  va  sans  dire  que 
finalement,  apres  dilution  jusqu'a  50  cc,  le  degre  d'acidite  etait  en- 
core moindre;  pour  plus  de  details,  voir  les  tableaux  p.  61 — 64. 

II  resulte  de  ces  experiences  qu'il  faut  ajouter  une  quantite 
convenable  de  nitrate  d'argent  pour  que  la  filtration  puisse  s'operer 
assez  vite  et  donner  un  liquide  limpide  et  sul'fisamment  clair,  et 
il  en  resulte  egalement  qu'il  faut  ajouter  d'^utant  plus  de  nitrate 
d'argent  que  la  solution  en  presence  est  plus  foncee.  En  outre, 
on  voit  distinctement,  surtout  dans  les  experiences  a  la  caseine, 
que  la  quantite  d'azote  precipitee  en  meme  temps  que  le  chlorure 
d'argent  augmente  suivant  qu'on  emploie  davantage  de  nitrate  d'ar- 
gent, jusqu'a  ce  que  la  dose  convenable  mentionnee  ci-dessus  ait 
ete  atteinte.  D'autre  part,  il  appert,  surtout  dans  les  experiences 
sur  les  autres  proteines,  qu'une  augmentation  ulterieure  de  la 
quantite   de   nitrate   d'argent   ne   donne   pas   lieu   a  une  nouvelle 
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perte  sensible  d'azote.  Generalement,  la  decoloration  s'est  pro- 
duite  plus  facilement,  de  meme  que  la  quantite  d'azote  entraine 
est  un  peu,  mais  tres  peu  plus  importante,  dans  les  liqueurs  le- 
gerement  acides  que  dans  celles  qui  le  sont  davantage,  ce  qui 
s'accorde  avec  ce  fait:  que  I'addition  seulement  d'une  solution  d'hy- 
droxyde  de  sodium  aux  liqueurs  acides  et  foncees  du  genre  dont 
il  s'agit,  donne  lieu  a  un  precipite  de  flocons  de  couleur  foncee. 

La  quantite  d'azote  entraine  est  d'autant  plus  importante  que 
la  solution  est  plus  foncee;  cependant,  dans  les  experiences  de- 
crites  ici,  elle  n'a  jamais  depasse  environ  2  ^/o  de  la  quantite 
d'azote  total.  A  ce  propos,  nous  ferons  seulement  observer  que 
la  quantite  d'« azote  humique»  est  generalement  portee  beaucoup 
plus  haut.  C'est  ainsi  que  A.  Kossel  et  F.  Kutscher,  dans 
leur  important  ouvrage  intitule  «Beitrage  zur  Kenntniss  der  Ei- 
weisskorper»  ^),  trouvent  plus  de  10  °/o  de  I'azote  total  comme 
« azote  humique».  Ces  auteurs  precipitent  r«  azote  humique*  par 
ex.  en  neutralisant  au  moyen  de  baryte  I'acide  sulfurique  emplox'e 
pour  la  decomposition  de  la  proteine. 

Conformement  a  cela,  dans  une  scission  a  I'acide  sulfurique 
executee  dans  notre  laboratoire  et  mentionnee  dans  un  memoire 
anterieur^),  scission  dans  laquelle  I'acide  sulfurique  etait  preci- 
pite au  moyen  de  la  quantite  equivalente  de  baryte,  A.  C  An- 
dersen a  trouve  que  8  a  9  ''/o  de  la  quantite  totale  d'azote 
etaient  entraines  en  meme  temps  et  ne  pouvaient  ctre  extraits  a 
Teau  bouillante.  Cependant  ces  precipitations  etaient  toutes  eflec- 
tuees  dans  des  liquides  pour  ainsi  dire  neutres,  parfois  meme 
alcalins,  tandis  que  celles  decrites  dans  le  present  memoire  se 
sont  operees  en  milieu  acide.  De  nos  experiences  nous 
croyons  done  pouvoir  tirer  la  conclusion  suivante: 
qu'une  decoloration  par  le  nitrate  d'argent  en  liquide 
legerement  acide  pent  s' effect uer  sans  perte  de  quan- 
tites  notables  d'azote. 

Avant  d'entrer  plus  avant  dans  les  details  de  la  titration  au 
formol,  nous  ferons  seulement  remarquer  que  I'acide  nitrique  ap- 
porte  au  lifjuide  soumis  a  la  decoloration  par  le  nitrate  d'argent, 
n'exerce  aucune  action  oxydante  sur  le  formol,  comme  on  aurait 
pu  I'apprehender. 


*)  Zeitschr.   physiol.   Chem.  31,    165  (1900). 

')  Comptes-rcndus  du   Laboratoire  de  Carlsberg  7,   42  (1907). 
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Sur  une  (juantite  d'acide  nitriciue  norm,  au  ^/s  env.  on  a  preleve 
trois  fois  15  cc,  et  a  chatjue  portion  on  a  ajoute  10  cc.  de  formol 
neutralise.  Puis,  Ion  titra  immediatement  I'une  d'elles  (en  employant 
15,75  cc.  de  Bar.  norm,  au  ^5),  la  seconde  au  bout  de  ^h  heure 
(15,75  cc.  de  Bar.  norm,  au  ^/s),  et  la  troisieme  apres  18  heures  de 
repos  (15,70  de  Bar.  norm,  au  ^/s). 

Execution  de  la  titration  au  formol. 

S'agit-il  d'examiner  une  solution  convenablement  acide  (c'est- 
ii-dire,  quant  a  lacidite,  norm,  au  Vio  env.),  on  en  met  25  cc. 
dans  une  fiole  jaugee  d'une  capacite  de  50  cc.  Si  la  solution 
nest  pas  convenablement  acide,  on  ne  prend  que  20  cc,  et  Ton 
ajoute  suivant  les  cas  soit  5  cc.  d'acide  chlorhydrique  norm,  au 
^,'2  ou  5  cc.  d'une  solution  de  soude  norm,  au  ^/a.  Est-il  question 
d'analyser  un  corps  solide,  on  en  fait  dissoudre  dans  la  fiole  jaugee 
une  quantite  convenable  (133  gr.)  dans  25  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique norm,  au  Vio. 

Ensuite  on  additionne  la  substance  d'env,  4  cc.  de  solution 
env.  2-norm.  de  chlorure  de  baryum  (244  gr  de  BaCb,  2H2O 
dans  I  1.  de  la  solution),  apres  quoi  Ton  ajoute  peu  a  peu,  en 
agitant  bien  et  a  plusieurs  reprises,  env.  20  cc.  de  solu- 
tion norm,  au  Vs  env.  de  nitrate  d'argent  (56^1^,7  AgNOa  dans 
I  1.  de  la  solution).  Au  bout  de  quelque  temps,  lorsque  I'ecume 
formee  a  disparu,  on  ajoute  jusqu'a  la  marque  de  I'eau  delivree 
de  son  acide  carbonique.  iSi  Ton  veut  operer  avec  un  soin  tout 
particulier,  il  est  recommandable  d'ajouter  encore  4  gouttes  d'eau 
dont  ie  \olume  correspond  tant  soit  pres  a  celui  du  chlorure 
d'argent  fourni  par  20  cc.  de  solution  norm,  au  ^/s  de  nitrate 
d'argent). 

Apres  avoir  bien  agite,  on  jette  sur  un  filtre  ordinaire,  non 
mouille,  de  1 1  cm.  env.,  en  ayant  soin  de  porter  autant  de  depot 
cjue  possible  sur  le  filtre.  Le  liquide  filtre,  trouble  au  commen- 
cement, est  rejete  avec  precaution  sur  le  filtre.  Avec  une  quan- 
tite convenable  (soit  15  a  30  cc.)  de  liquide  completement  clair 
on  opere  de  la  maniere  habituelle  une  titration  au  formol  (avec 
la  phenolphtaleine  comme  indicateur  et  en  donnant  une  colora- 
tion appropriee  a  la  solution  de  controle)^),  en  tenant  compte 
dans  les  calculs  de  la  quantite  d'acide  ou  de  base  qu'on  aurait 
ajoute  precedemment. 

*)  Comples-rendus  du  Lab.  de  Carlsherg  7,    17  et  20  (1907). 
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Si  Ton  veut  doser  Tazote  precipite  par  le  nitrate  d'argent, 
on  lave  trois  fois  comme  indique  plus  haut  (voir  p.  60)  avec  une 
solution  norm,  au  ^/s  env.  de  chlorure  de  baryum,  en  ayant  soin 
de  bien  laver  meme  le  rebord  du  filtre,  meme  si  cela  devait  en- 
trainer  une  petite  quantite  de  depot,  i'erreur  qui  en  resulte  pour 
la  determination  etant  bien  moins  importante  que  celle  produite 
par  un  lavage  insuffisant.  Finalement,  on  fait  d'apres  la  methode 
de  Kj  eld  a  hi,  un  dosage  de  I'azote  dans  le  filtre  avec  le  depot. 

Pour  mieux  faire  comprendre  notre  mode  operatoire,  nous 
donnerons  un  exemple  special  tire  dune  serie  d'experiences 
ayant  pour  but  de  rechercher,  jusqu'a  quel  terme  les  differentes 
enzymes  sont  capables  de  scinder  les  substances  proteiques. 

On  avait  a  examiner  une  solution  legerement  alcaline  et  con- 
tenant  du  sel  marin,  laquelle  avait  ete  obtenue  par  une  digestion 
prolongee  trypsique  et  subsequemment  erepsique  de  caseine  dans 
des  conditions  appropriees.  L'examen  avait  pour  but  d'etablir  si, 
a  la  suite  de  cette  digestion  enzymatique  combinee,  la  decom- 
position primaire  etait  arrivee  a  terme,  ou  bien  s'il  y  avait  en- 
core des  liaisons  peptidiques  susceptibles  d'etre  rompues  par  une 
evaporation   en  presence  d'acide  chlorhydrique. 

Comme  I'acide  carbonique  qui  pent  etre  present  dans  la  so- 
lution se  volatilise  par  cette  evaporation,  et  echappe  ainsi  a  la 
titration  au  formol  de  la  portion  traitee  a  I'acide  chlorhydriciue, 
il  s'ensuit  qu'il  faut  egalement  expulser  I'acide  carbonique  de  la 
partie  de  la  solution  qu'on  soumet  a  la  titration  au  formol  sans 
evaporation  prealable  en  presence  d'acide  chlorh\drique.  En 
consequence,  on  proceda  comme  suit: 

A  un  matras  renfermant  100  cc.  de  la  solution  a  examiner, 
on  ajouta  10  cc.  d'acide  chlorhydricjue  normal,  et  Ton  chaufta 
pendant  une  demi-heure  au  bain  d'eau  bouillante,  en  faisant  tra- 
verser la  solution  par  un  courant  d'air  debarrasse  de  son  acide 
carbonique^).  Apres  refroidissement,  ou  dilua  jus([u'a  i  10  cc. 
avec  de  I'eau  depourvuc  d'acide  carbonique,  et  sur  la  solution 
obtenue  on  preleva  deux  portions  bien  egales,  de  50  cc.  chacune. 
On  laissa  reposer  I'une  d'ellcs  (A)  jusqu'a  nouvel  ordre,  ajouta 
a  I'autre  (B)  25   cc.  d'acide  chlorhydrique    concentre,    apres  quoi 

\   Ayant    rccucilii    I'acide    carbonicjuc  exi)ulsc  dans   iiiu-   soliiiion   di-   baryic,  on 

a  constate    <iu'il    correspondait  a  4,60  cc.   de  Bar.    norm,   an    Vs.      En  cc  qui 

concerne  la  (|iicstion  donl   il   s'agit   ici,   la  (luantite  de   I'acide  corboniijuc  ex 
\n\\s6  est  sans  conseciuence. 
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on  evapora  an  bain-marie,  dans  une  capsule  assez  grande,  jusqu'a 
un  petit  volume,  ajouta  25  cc.  d'acide  chlorhydrique  a  30  %  et 
evapora  de  nouveau  presque  jusqu'a  siccite.  Puis,  ayant  fait  re- 
dissoudre  le  residu  dans  de  I'eau,  on  repeta  I'evaporation,  fit 
dissoudre  le  residu  dans  de  I'eau  pure  d'acide  carbonique  et  di- 
lua  la  solution  jusqu'a  50  cc. 

On    avait    maintenant    deux    solutions,    de    50  cc.    chacune, 
savoir: 
A:     la   solution    primitive,    dun  jaune  brunatre;    dans   10  cc.  on 

constata  une  teneur  de  34'"g'',90  en  azote. 
B:     la  solution  evaporee  en  presence  d'acide  chlorhydrique,  d'un 

brun  fonce;   10  cc.  accusaient  une  teneur  en  azote  de  35"''SQO. 

En  supposant  que  I'evaporation  a  I'acide  chlorhydrique,  abs- 
traction faite  de  la  modification  qu'elle  doit  naturellement  avoir 
occasionnee  dans  la  teneur  en  acide  chlorhydrique,  n'ait  fait  que 
rompre  les  liaisons  peptidiques  eventuellement  presentes  (voyez 
pourtant  p.  69),  nous  pourrons,  a  I'aide  d'un  dosage  du  chlore 
et  d'un  titrage  au  formol  dans  les  deux  solutions  A  et  B,  repondre 
a  la  question  que  nous  nous  sommes  posee. 

10  cc.    de  la  solution  A  exigeaient   IS^SSO  de  solution  norm,  au 

^/lo  de  nitrate  d'argent, 
10  cc.    de  la  solution  B    exigeaient  38'=^,85   de  solution  norm,   au 

Vio  de  nitrate  d'argent. 

La  difference  de  teneur  en  chlore  (c'est-a-dire,  la  difference 
de  teneur  en  acide  chlorhydrique  libre)  correspond  done 
a  23'^',35  d'acide  chlorhydrique  norm,  au  Vio  ou  a  ii«,68  d'acide 
chlorhydrique  norm,   au  Vs- 

Les  titrations  au  formol  furent  operees  tout  a  fait  comme 
decrit  precedemment  (voir  p.  66):  On  melangea  25  cc.  des  solu- 
tions A  ou  B  avec  4  cc.  de  solution  2-norm.  de  chlorure  de  ba- 
ryum  -\-  20  cc.  de  sol.  norm,  au  Va  de  nitrate  d'argent  +  eau 
jusqu'a  un  volume  total  de  50«,2.  Des  liqueurs  filtrees  (Ai  et  Bi), 
qui  etaient  d'un  jaune  pur,  on  employa  20  cc.  (correspondant  a 
10  cc.  des  solutions  primitives)  pour  les  titrations  au  formol.  On 
effectua  celles-ci  en  se  servant  de  la  phenolphtaleine  comme  in- 
dicateur  (jusqu'au  rouge  tres  vif)  et  d'une  solution  temoin  de 
20  cc.  d'eau  coloree  avec  3  gouttes  de  tropeoline  o  et  i2gouttes 
de  brun  de  Bismarck;  en  faisant  le  titrage  de  Bi,  on  a  ajoute 
au  prealable  2  cc.  de  solution  normale  de  soude. 
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20  cc.  d'Ai,  correspondant  a   10  cc.  d'A,  exigerent 

I2cc^30  de  Bar.  norm,  au  1/5 

20  cc.  de  Ri,  correspond,  a  10  cc.  de  B, 
exigerent  1 5='=, 60  de  Bar.  norm,  au  ^/s 

Prealablement  additionne  de  2  cc.  de  so- 
lution normale  de  sonde  —  10^*=, 00 
de  Bar.  norm,  au  ^/s 


25«  60  de  Bar.  norm,  au  Vs 


Difiference  .  .  .   13^,30  de  Bar.  norm  au  Vs 

Si  Ton  retranche  la  difterence  de  teneur  en  acide  chlor- 
hydrique  libre: 

ii",68  d'acide  chlorhydrique  norm,  au  ^/s 

on  trouve  que  la  difterence  de  teneur   en  groupes  carboxyliques 
correspond  a 

i'='=,62  de  Bar.  norm,   au  ^/s. 

Comme  F'^,62  de  Bar.  norm,  au  ^/s  correspond  a  4™§^'^,54 
d'azote  ou  a  12,99  Vo  de  I'azote  total,  I'analyse  donne  pour  re- 
sultat  qu'environ  13  "/o  de  I'azote  se  trouvent  encore  en 
liaison  peptidique. 

Si  Ton  veut  juger  de  I'exactitude  du  resultat  obtenu,  on 
pourra  faire  abstraction  des  erreurs  provenant  du  titrage  au  for- 
mol;  car  elles  sont  surement  assez  insignifiantes  et  tant  soit  peu 
egales  dans  les  deux  titrages,  de  sorte  qu'elles  ne  sauraient  in- 
fluer  sur  la  dift"erence.  Dun  autre  cote,  il  faut  tenir  compte  de 
ce  fait:  que  I'hydrohse  se  produisant  au  cours  de  I'evaporation 
avec  I'acide  chlorhydrique  a  indubitablement  ete  accompagnee 
dune  scission  secondaire;  car  la  solution  B  se  trouve  ctre  d'une 
teinte  beaucoup  plus  foncee  que  la  solution  A.  Aussi,  en  dosant 
I'azote  entraine  par  le  chlorure  argente  (voir  p.  67),  a-t-on  pu 
constater  que  le  precipite 

de  la  solution  A  renfermait  0"'s^,53  d'azote 

(=  0,61  °/'o  de  I'azote  total  ,87"'s^\37l), 

tandis  que  celui 

de  la  solution  B  contenait   i"'S'^,33  d'azote 
(—  1,52%  de  I'azote  total). 

En  partant  de  cette  supposition  simple,  bien  que  ccrtaine- 
ment  pas  parfaitement  exacte,  que  dans  les  combinaisons  azot^es 
precipitees  en  meme  temps  (\iw  le  chlorure  d'argint  il  existc  un 
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groupe  de  carboxyle  par  atome  d'azote,  on  voit  aisement  —  etant 
donne  que  la  decoloration  par  le  nitrate  d'argent  a  fait  precipiter 
0,91  Vo  de  I'azote  total  de  plus  dans  B  qu'en  A  —  qu'il  faut 
corriger  le  titrage  de  B  par  addition  d'une  proportion  corres- 
pondante  de  groupes  carboxyiiques.  En  d'autres  termes,  si  la 
titration  au  formol  pouvait  se  pratiquer  sans  decoloration  prea- 
lable  par  le  nitrate  d'argent,  la  difference  cherchee  serait  \rai- 
semblablement  d'autant  plus  grande  et  correspondrait  a  environ 
14  ^/o  de  I'azote  total.  On  a  done  affaire  ici  a  des  corrections 
assez  insignifiantes,  ordinairement  d'aucune  importance. 

II  faut  cependant  encore  signaler  que  la  scission  secondaire 
donne  probablement  lieu  a  une  formation  d'ammoniaque  ainsi 
que  de  combinaisons  non  azotees,  dont  quelques-unes  seraient 
susceptibles  de  se  volatiliser  au  cours  de  I'evaporation  avec  I'a- 
cide  chlorhydrique  et  d'echapper  de  ce  fait  a  la  titration  au  for- 
mol. Pour  cette  raison  egalement,  le  titrage  au  formol  de  B  et, 
par  consequent,  la  difference  cherchee,  seront  au-dessous  de  la 
realite.  La  proportion  d'azote  en  liaison  peptidique 
sera  done  to u jours  une  valeur  minimale,  qui  se  rap- 
proche  d'autant  plus  de  la  verite  que  la  scission 
secondaire  a  eu  moins  d'etendue.  Quant  a  I'impor- 
tance  approximative  de  cette  derniere,  on  pent  sen 
fa  ire  une  idee  en  comparant  entre  elles  les  quantites 
d'azote  precipitees  en  meme  temps  que  le  chlorure 
d'argent,  avant  et  apres  I'evaporation  avec  I'acide 
chlorhy  d  rique. 

Note  additionnelle. 

Attendu  que,  meme  pour  les  operations  sur  de  grandes 
quantites  de  produits  de  decomposition  de  substances  proteiques, 
il  y  aurait  avantage  a  debarrasser, sans  perte  sensible  d'azote,  la  solu- 
tion de  la  plus  grande  partie  des  matieres  colorantes  qu'elle  contient, 
nous  avons  essaj'e  de  decolorer  au  moyen  de  sels  d'argent  une 
assez  grande  quantite  d'un  melange  desdits  produits.  Le  nitrate 
d'argent  n'est  pas  recommandable,  parce  que  I'acide  nitrique  qu'il 
y  introduit  pent  difficilemcnt  s'eliminer.  En  agitant  avec  du  car- 
bonate d'argent  solide,  procede  qui  se  presente  immediatement, 
on  n'arrive  au  but  qu'en  employant  ce  carbonate  en  quantites 
suffisantes  pour  neutraliser  tout  I'acide  chlorlndrique  et  rendre  la 
liqueur  neutre   ou   legerement  alcaline;    mais  alors  une  partie  re- 
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lativement  considerable  de  I'azote  est  entrainee  en  meme  temps. 
En  agitant  avec  du  sulfate  d'argent  solide,  on  obtient  un  bien 
moins  bon  resultat  qu'en  precipitant  a  I'aide  d'line  solution  de  ce 
meme  sulfate.  II  est  vrai  qu'en  raison  de  son  peu  de  solubilite 
il  faut  employer  des  quantites  importantes  de  la  solution  et  que, 
par  suite,  on  aura  a  operer  sur  des  volumes  assez  importants; 
mais,  comme  il  resulte  de  I'experience  decrite  ci-dessous,  on 
peut  par  ce  moyen  eliminer,  sans  perte  sensible  d'azote,  la  plus 
grande  partie  des  impuretes  colorantes.  Aussi  nous  ne  doutons 
pas  de  la  grande  utilite  qu'offrira  dans  beaucoup  de  cas  une 
semblable  decoloration  en  milieu  acide  a  I'aide  d'une 
solution  de  sulfate  d'argent  (si  Ton  veut,  combine e  avec 
une  precipitation  de  I'acide  sulfurique  apporte  au 
moyen  de  la  quantite  equivalente  de  solution  de 
baryte). 

Apres  avoir  melange  les  restes  des  solutions  chlorhydriques  men- 
tionnees  plus  haut  des  produits  de  decomposition  de  caseine,  d'albu- 
mine  d'oeuf  et  d'albumine  de  serum,  on  a  dose  la  proportion  d'azote 
total  dans  5  cc.  de  la  solution  brun  fonce  et  tout  a  fait  opaque 
meme  en  couches  minces.  On  a  verse  ^/2  1.  de  cette  solution 
dans  un  grand  matras  ,  et  Ton  y  a  ajoute  20  cc.  de  solution  norm, 
au  Vio  env.  d'hydroxyde  de  baryum,  puis  peu  a  peu,  en  agitant  bien, 
160  cc.  de  solution  de  sulfate  d'argent  (8  cc.  de  cette  derniere  corres- 
pondaient  a  peu  pres  a  i  cc.  de  la  solution  de  baryte).  Comme  ces 
quantites  etaient  manifestement  insuffisantes  a  amener  I'effet  desire, 
on  a  ajoute  ulterieurement  50  cc.  de  solution  de  baryte  et  ensuite, 
comme  precedemment,  400  cc.  de  solution  de  sulfate  d'argent.  Meme 
alors  la  masse  ne  passa  pas  claire  au  travers  du  filtre,  et  la  decolo 
ration  etait  loin  d'etre  complete.  Ce  n'est  qu'apres  une  nouvelle  addi- 
tion de  100  cc.  de  solution  de  baryte  et  de  800  cc.  de  solution  de 
sulfate  d'argent  cju'on  a  pu  facilement  separer  le  depot  par  filtration 
et  le  laver  a  I'eau  sur  de  la  pate  de  papier.  En  dernier  lieu,  apres 
avoir  fait  evaporer  dans  le  vide  la  liqueur  filtree  et  I'eau  de  lavage 
jusqu'a  V4  1.  env. ,  on  a  dilue  de  nouveau  dans  une  fiole  jaugee 
juscju'a  ^/2  1.  La  solution,  (jui  ne  contenait  pas  de  baryum,  mais  bien 
une  trace  d'acide  sulfuricjue,  etait  d'un  jaune  pur  en  couches  min- 
ces,  et  en  couches  epaisses  dun  jaune  tirant  sur  le  brun. 

Tandis  que  5  cc.  de  la  solution  primitive  contenaient   25"'^', 00  d'azote 
5  —  actuelle  —  2  4'"Kf,55      — 

l,a  perte  etait  done  de   .  .  .     0™^^, 4 5  d'azote, 

soit    1,8  "/o  de  la  (|uantite   totale   d'azote. 

Novembrc    1907. 


ETUDES 

SUR  LA  SYNTHESE  DES   ACIDES  AMINES 
VII.    Proline  (acide  pyrrolidine-a-carbonique) 

PAR 

S.  p.  L.  S0RENSEN  et  A.  C.  ANDERSEN. 

C'est  en  partant  de  I'ether  a-(5-dibromopropyle-malonique 

COOC2H5 

I 
CBr  CHa-CHoCHg-Br 

COOC2H5 
ou  de  I'acide  a-^-dibromovalerique  forme  de  cet  ether  par  chauf- 
fage  en  presence  du  bromure  d'hydrogene,  que  la  proline  fut 
preparee  la  premiere  fois,  en  1900,  par  R.  Willstatter^),  par 
traitement  a  I'ammoniaque  suivi  d'un  traitement  convenable  du 
produit  de  reaction.  Peu  de  temps  apres,  E.  Fischer^)  fit  agir 
I'ammoniaque  sur  i'ether  }^-phtalimidopropyle-brommalonique 

COOC0H5 

CBr  ■  CH.  •  CH,  •  CHo  •  N<^q>Co  H4 

COOC2H5 
dansl'espoir  d'obtenir  ainsi  I'acide  a-f5-diaminovalerique  (ornithine 
racemique);  il  cchoua,  mais  du  produit  de  reaction  il  parvint  a 
isoler  une  quantite  relativement  minime  de  proline.  En  decom- 
posant  I'ether  7-phtalimidopropyle-bromomalonique  au  moyen  du 
bromure  d'hydrogene  et  en  chauffant  ensuite  I'acide  forme,  a 
I'etat  sec,  jusqu'a  140  a  145*^,  il  lui  fut  cependant  possible  de 
preparer  I'acide  A-phtalimido-a-bromovalerique,  et  en  traitant  cet 
acide  a  rammoniaque,  Fischer  reussit,  comme  on  salt,  a  obtenir 
I'ornithine  racemique. 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  33,    1160  (1900). 
»)  Ibid.  34,  454  (1901). 
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A  la  meme  epoque,  Fischer^)  signala  la  proline  parmi  les 
produits  de  decomposition  a  I'acide  chlorhydrique  de  la  caseine, 
et  cette  interessante  decouverte  fut  suivie  d'une  serie  de  recher- 
ches  dues  surtout  a  E.  Fischer,  E.  Abderhalden  et  leurs 
collaborateurs  et  grace  auxquelles  il  fut  etabli  que  la  proline  fait 
partie  des  produits  de  decomposition  de  presque  toutes  les  subs- 
tances proteiques.  L'interet  qui  s'attache  a  la  proline  fut  encore 
augmente  par  la  question  soulevee  aussitot  apres  par  Fischer^), 
a  savoir  si  la  proline  peut  etre  regardee  comme  un  produit  de 
scission  primaire,  ou  bien  s'il  faut  la  considerer  comme  formee 
par  condensation  interne  d'un  a-^-derive  de  I'acide  valerique, 
grace  a  une  reaction  secondaire.  Dans  un  memoire  anterieur^) 
nous  avons  deja  discute  cette  question  d'une  maniere  detaillee, 
et  par  consequent  nous  pouvons  nous  borner  a  declarer  que  nous 
aussi  nous  admettons  qu'il  est  justifie  de  classer  la  proline  parmi 
les  produits  de  scission  primaire  des  proteines,  tant  qu'on  n'aura 
pas  la  preuve  du  contraire.  Evidemment  cela  n'amoindrit  pas  le 
grand  interet  s'attachant  a  toute  reaction  par  laquelle  un  a-d-derive 
de  I'acide  valerique  (I)  ou  de  I'acide  malonique  (II) 
CHR-CHo-CHs-CHs-R' 

(1)     I 

COOH 

COOH 
(11)    i 

CR.CH.-CHo-CHa-R' 

I 
COOH 

donne  naissance  a  de  la  proline. 

En   fait   de    reactions   semblables,  outre   les  deux  deja  nom- 

mees  qui  pour  la  premiere  fois  firent  obtenir  la  proline  a  R.  Will- 

statter  et  a  E.Fischer,  on  ne  connait  que  quelques  synthases 

de    proline    executees   dans    notre    laboratoire*).      Dans    celles-ci, 

en  preparant  I'acide  a-amino-r)-oxyvalerique  avec  I'ether  j'bromo- 

propyle-phtalimidomalonique^)  comme  point  de  depart,  on  a  obtenu 


')  Ber.  d.  deutsch.  chcin.  Ges.  34,  447    (1901),   el    Zeilschr.  pliysiol.  Cliciu.  33, 

151   (1901). 
'*)  Zeit-schr.  physiol.  Chem.  33,    169  (1901). 

^)  Coinptes-reiulus  dii  I,al)oratoirc  dc  ("arlshcr^  6,    140  (1905). 
*)  Ibid.    137   (1905). 
'')  D'apres  la  nomenclature  dc  \V  i  ll.s  t :i  iter  employee  ci  dessu.s,   ccl   cilicr   pimr 

rait  so  nonimer  egalement  6ther  a-phtaiiniido  (Vbromomnloniqiic. 

0 
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sous  la  forme  de  proline  15  a  20%  de  I'oxyacide  qu'on  s'atten- 
dait  a  avoir.  II  fut  demontre  en  meme  temps  que,  par  evapora- 
tion en  presence  d'acide  chlorhydrique  concentre,  I'acide  a-amino- 
5-oxyvalerique  lui-meme  se  transforme  partiellement  en  proline. 
Cependant  on  a  constate  que  I'ether  7-bromopropyle-phtalimido- 
malonique  peut  egalement  fournir  de  la  proline  autrement  que 
de  la  faqon  que  nous  venons  d'indiquer.  C'est  ainsi  que  I'ether 
}'-cyanamidopropyle-phtalimidomalonique^)  deja  mentionne  dans 
le  memoire  cite  plus  haut  et  qui  s'obtient  en  soumettant  le  de- 
rive ^/-bromopropyle  a  Taction  de  la  cyanamide  sodee,  fournit, 
par  saponification  suivie  d'une  evaporation  en  presence  d'acide 
chlorhydrique,  une  grande  quantite  de  proline.  Traitee  en  solu- 
tion alcaline  avec  de  I'alcoolate  de  sodium  ou  seulement  avec 
une  solution  alcoolique  d'h\droxyde  de  sodium,  le  derive  7-bromo- 
propyle  souvent  cite  donne  egalement  naissance  a  un  produit  de 
reaction  qui,  decompose  par  I'acide  chlorhydrique,  ne  fournit  pas, 
comme  on  aurait  pu  s'y  attendre,  I'acide  a-amino-^-oxethyle- 
valerique  mais,  par  contre,  une  quantite  de  proline  concordant 
assez  bien  avec  la  theorie. 

Comme  aucune  des  methodes  synthetiques  connues  jusqu'ici 
ne  se  prete  a  la  preparation  de  quantites  quelque  peu  importantes 
de  proline,  il  a  fallu,  a  cet  effet,  s'adresser  a  quelque  proteine 
appropriee,  soit  la  gelatine^),  pour  en  isoler  la  substance  cher- 
chee.  Cependant  ce  procede  est  long  et  penible,  et  il  ofifre  en 
outre  un  inconvenient,  c'est  que  la  proline  ainsi  preparee  cons- 
titue  un  melange  de  la  combinaison  racemique  et  de  celle  opti- 
quement  active,  melange  qu'il  conviendrait  de  racemiser  entiere- 
ment  en  le  chauffant  dans  I'autoclave  jusqu'a  la  temperature  de 
145°  avec  de  I'eau  et  de  I'hydroxyde  de  baryum  avant  qu'on 
puisse  le  purifier  completement.  C'est  pourquoi  nous  sommes 
d'avis  qu'il  y  a  interet  a  signaler  un  procede  synthetique  qui, 
comme  celui  que  nous  venons  d'esquisser,  est  susceptible  de 
fournir,  sans  donner  trop  de  peine,  un  rendement  satisfaisant  en 
proline  racemique.     On   trouvera  dans  la  partie  experimentale  la 


')  Comptes-rendus  du  Lab.  de  Carlsb.  6,  148  (1905).  Nous  doiinerons  dans  un 
travail  ultericur  la  description  de  I'ether  y-cyanamidopropyle-phtaliniidomalo- 
nique  aussi  bien  que  d'une  serie  de  produits  de  decom])osition  bien  caracteri- 
ses  de  cet  ether,  produits  que  nous  avons  prepares  en  vue  d'une  synthese  de 
I'acide  a-amino  5-guanidinovalerique  (arginine  racemique). 

')  E.  Fischer  etE.  Abderhalden,  Ber.  d.  deutsch.  chem.Ges.37,  3071  (1904). 
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description  detaillee  de  ce  precede,  qui  se  rattache  de  tres  pres 
aux  syntheses  anterieurement  decrites  et  pour  lesquelles  on  par- 
tait  de  Tether  phtalimidomalonique. 


Deja  dans  son  premier  travaiP)  sur  I'apparition  de  la  proline 
parmi  les  produits  de  decomposition  des  substances  proteiques, 
E.  Fischer  faisait  observer  qu'on  pourrait  peut-etre  se  repre- 
senter  la  proline  comme  formee  de  I'arginine  par  condensation 
interne  avec  separation  de  guanidine.  Toutefois  Fischer  de- 
montrait  lui-meme  que,  chauffees  en  presence  d'acide  chlorhy- 
drique  concentre,  ni  I'arginine  ni  I'ornithine  ne  donnent  naissance 
a  la  proline.  Les  experiences  de  E.  Schulze  et  E.  Winter- 
stein  2)  montrent  egalement  que,  meme  a  chaud,  I'arginine  est 
tres  resistante  vis-a-vis  de  I'acide  chlorhydrique  concentre.  En 
revanche,  les  recherches  de  ces  deux  savants^)  ont,  comme  on 
le  sait,  etabli  que,  traitee  par  des  bases,  I'arginine  se  scinde  en 
ornithine  et  en   uree  : 

CHa-NH-C-NH.,         CH2-NH2 
NH 


CH, 

CH2 

NH2 

1 

CH2 

1 

+  H20=CH2       + 
1 

1 
CO 

CH-NH2 

CH-NH2 

NH2 

COOH  COOH 

Nonobstant  que  I'ornithine  se  laisse  facilement  isoler  sous 
forme  de  I'acide  ornithurique  tres  peu  soluble,  Schulze  et  Win- 
ters te  in  n'ont  pas  reussi  a  obtenir  plus  de  40%,  au  maximum, 
de  la  quantite  d'acide  ornithurique  calculee  d'apres  I'equation 
ci-dessus.  En  consequence,  ils  supposent  qu'une  partie  seulement 
de  I'arginine  subit  ladite  scission,  tandis  que  le  reste  se  decom- 
pose en  donnant  naissance  a  des  produits  sur  la  nature  desquels 
de  nouvelles  recherches  pourront  seules  nous  eclairer.  Comme 
nous  etions  d'avis  qu'il  serait  peut-etre  possible,  parmi  ces  com- 
binaisons  jusqu'ici  non  isolees,  de  trouver  la  proline  formee  d'aprts 
la  simple  reaction  suivante: 

')  Zeitschr.  physiol.  Chem.  33,    1O9  (1901). 
■■')  Ibid.  34,    143  (I90i)- 

')  Ber.  d.  deiitsch.  chein.  Ges.  30,   2879  (1897");    Zcilschr.  physiol.  I  Ik- in.  26,    1 
(1898);  34   128  (1901). 

6* 
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CHo-NH-C-NH2 

CHaX 

CH,           NH 

1 
CH2 

NH       7^ 

CH,               +H20  = 

-CH2 

1        / 

+  CO  +  NH3, 

CH-NH., 

1       / 
CH 

NH2 

COOH  COOH 

nous  avons  opere  une  decomposition  de  I'arginine  en  chauffant 
avec  une  solution  de  baryte  et  en  essayant  d'isoler  la  proline. 
Pour  les  details  de  ces  experiences,  nous  renvoyons  a  la  derniere 
partie  du  present  memoire.  Cependant  nous  devons  dire  des 
maintenant  que  nous  ne  sommes  pas  parvenus  a  trouver  la  pro- 
line parmi  les  produits  de  decomposition  de  I'arginine,  mais  qu'en 
revanche  nous  avons  reussi  a  obtenir  sous  forme  d'acide  orni- 
thurique  a  peu  pres  les  deux  tiers  de  la  quantite  calculee  d'apres 
I'equation  de  Schulze  et  Winterstein  citee  precedemment. 
Pour  terminer,  nous  ajouterons  seulement  que  nous  n'avons  pas 
voulu  nous  occuper  ulterieurement  des  produits  engendres  par 
la  decomposition  de  I'arginine,  vu  que  vers  la  fin  du  dernier  des 
deux  memoires  de  Schulze  et  Winterstein  cites  plus  haut, 
les  auteurs  annoncent  leur  intention  de  poursuivre  les  recherches 
qu'ils  ont  entreprises  dans  cette  voie. 

Partie  experimentale 

I.    Preparation  de  proline. 

Par  le  procede  decrit  dans  un  memoire  anterieur^)  on  traita 
Vs  molecule-gramme  d'ether  phtalimidosodomalonique^)  par  500  gr. 
de  bromure  trimethylenique  et  entraina  I'exces  de  bromure  tri- 
methylenique  a  la  vapeur  d'eau.  Apres  refroidissement,  on  de- 
canta  I'eau  aussi  completement  que  possible  de  Ihuile  jaune, 
non  volatile,  qui,  ainsi  que  nous  I'avons  montre  anterieurement, 
renferme  75  a  80%  d'ether  7-bromopropyle-phtalimidomalonique, 
tandis  que  le  reste  est  forme  d'une  ou  plusieurs  substances  don- 
nant  de  la  glycine  par  scission.  On  se  servit  de  cette  huile, 
sans  la  purifier,  comme  matiere  premiere. 

On  la  fit  dissoudre  dans   un    matras  muni  d'un  refrigerant  a 


')  Comptesrendus  du  Lab.  de  Carlsl).  6,    148  (1905). 

')  Ilnd.  6,   10  (1902)  et  Zeitschr.  physiol.  Cheni.  44,  454  (1905). 


reflux  et  renfermant  250  cc.  d'alcool  absolu,  et  Ton  y  ajouta 
10  gr.  d'hydroxyde  de  sodium  reduit  en  poudre  (dose  legerement 
superieure  a  la  quantite  correspondant  au  brome).  En  chauffant 
environ  deux  heures  au  bain-marie,  on  fit  entrer  en  solution  la 
plus  grande  partie  de  I'hydroxyde  de  sodium,  et  en  meme  temps 
une  matiere  cristalline  (probablement  un  sel  de  sodium)  commenga 
a  se  deposer.  On  ajouta  encore  20  gr.  d'hydroxyde  de  sodium 
pulverise  et,  apres  2  heures  de  chauffage,  a  nouveau  20  gr.  de 
soude.  Ensuite  on  laissa  le  matras  4  heures  encore  au  bain- 
marie,  et  le  tout  se  prit  en  une  masse  gelatineuse.  Apres  re- 
froidissement,  on  porta  cette  derniere  additionnee  de  200  cc. 
d'eau,  au  bain-marie,  d'oii  solution  complete.  On  chassa  I'al- 
cool  present  en  evaporant  dans  une  capsule  au  bain-marie,  fit 
dissoudre  le  residu  dans  V2  1.  d'eau  et  ajouta  a  la  solution  200  cc, 
d'acide  chlorhydrique  concentre,  apres  quoi  on  evapora  le  tout 
jusqu'a  ce  qu'on  eut  obtenu  un  residu  offrant  la  consistance  d'une 
bouillie  et  compose  de  sels  chlorhydriques  de  proline  et  de  gly- 
cine avec  de  I'acide  phtalique  et  du  sel  marin  en  abondante 
proportion. 

D'apres  le  procede  explicitement  decrit  dans  notre  travail 
anterieur^)  sur  la  preparation  de  I'acide  a-amino-(5-oxyvalerique, 
on  elimina  la  plus  grande  partie  du  chlorure  de  sodium  et  de 
I'acide  phtalique,  en  traitant  la  masse  par  de  I'acide  chlorhydrique 
concentre.  (Le  melange  non  dissous  de  sel  marin  et  d'acide  phtalique  ne 
contenait  en  tout  que  20  mgr.  d'azote).  On  evapora  la  plus  grande 
partie  de  I'acide  chlorhydrique  contenu  dans  la  liqueur  filtree, 
apres  quoi  on  elimina  le  reste  de  I'acide  phtalique  en  agitant 
avec  de  I'ether.  (L'acide  phtaUque  ainsi  separe  n'accusait  en  tout 
ciue  4  mgr.  d'azote). 

Apres  avoir  debarrasse  la  solution  de  son  acide  phtalique, 
on  chassa  I'ether  au  bain-marie,  puis  on  evapora  dans  une  cap- 
sule jusqu'a  consistance  sirupeuse.  Apres  repos  jusqu'au  lende- 
main  sur  de  I'acide  sulfurique,  on  delaya  la  masse  avec  100  cc. 
d'alcool  absolu,  ce  qui  eut  pour  effet  de  faire  entrer  en  solution 
les  chlorhydrates  des  acides  amines,  tandis  qu'une  petite  pro- 
portion de  chlorure  de  sodium  (du  poids  de  4  gr.  et  dunt."  teneur 
totale  en  azote  de   i   mgr.)  resta  indissous. 

La   solution    alcoolique    ainsi    obtenue    fut    etendue    avec    de 

')  Comptes-rendus  du   Lai),  dc  Carlsb.  6,    151    (1905). 
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I'eau,  et  I'alcool  distille,  sur  quoi  on  elimina  I'acide  chlorhydrique 

au  moyen  de  ceruse  et  d'un  peu  de  carbonate  d'argent,  tout  a  fait 

comme  nous  I'avons  decrit  dans  le  memoire  precedemment  cite. 

(La   parte   totale    d'azote    occasionnee    par  ces  operations  ne  s'elevait 
qu'a   24  mgr.). 

La  solution  presque  incolore  ainsi  obtenue  et  qui  ne  conte- 
nait  ni  plomb  ni  argent,  mais  en  revanche  une  trace  tout  juste 
appreciable  d'acide  chlorhydrique,  fut  evaporee  dans  le  vide 
jusqu'a  un  petit  volume,  et  ensuite  dans  une  capsule  jusqu'a  ob- 
tention  dune  masse  sirupeuse  qui,  laissee  au  repos  sur  de  I'acide 
sulfurique  jusqu'au  lendemain,  se  figea  completement.  La  masse, 
composee  de  proline  accompagnee  de  glycine  et  d'autres  impuretes 
(parmi  lesquelles  se  trouvait  sans  doute  un  peu  d'acide  a-amino- 
fi-oxyvalerique),  fut  pulverisee  dans  un  mortier,  puis  bien  trituree 
avec  100  cc.  d'alcool  a  93  Vo^),  de  sorte  que  la  plus  grande  partie  de 
la  proline  entra  en  solution  au  bout  de  deux  a  trois  heures,  tandis 
que  la  plupart  des  impuretes  resterent  non  dissoutes.  Apres  fil- 
tration et  lavage  a  2  X  50  cc.  d'alcool,  la  partie  non  dissoute 
fut  bien  trituree  deux  fois  encore  avec  100  cc.  d'alcool,  apres 
quoi    on    separa   le    depot.     (Desseche    a  I'air,  le  depot  non  encore 

entre    en    solution    pesait    3  gr.   et   accusait    une   teneur   de   12,60  % 
en  azote). 

On  evapora  I'alcool  des  solutions  alcooliques  ainsi  obtenues 
et  traita  de  la  maniere  habituelle  par  le  carbonate  de  cuivre.  Le  sel 
cuivrique  de  proline  (sel  cuivrique  L  I7='',4)  cristallise  par  evapora- 
tion, puis  repos,  etait  parfaitement  pur,  et  il  en  etait  de  meme 
du  sel  obtenu  par  une  evaporation  ulterieure  de  I'eau-mere  (sel 
cuivrique  II:  S^^y). 

L'eau-mere  du  sel  cuivrique  II  contenait  encore  470  mgr. 
d'azote,  dont  certainement  une  partie  sous  forme  de  proline.  On 
fit  alors  eliminer  le  cuivre  par  precipitation,  au  moyen  d'acide 
sulfhydrique,  en  liqueur  sulfurique  et.  apres  avoir  expulse  I'acide 
sulfhydrique,  on  precipita  I'acide  sulfurique  par  de  la  baryte.  A 
la  solution  ainsi  obtenue  on  ajouta  les  3  gr.  ci-dessus  mentionnes 

')  Dans  un  travail  anterieur  (Comptes-rendus  du  Lab.  de  Carlsb.  6,  156  [1905J) 
on  a  signale  que  la  proline  hydratee,  soumise  a  une  nouvelle  cristallisaiion 
dans  ralcool  absolu,  cristallise  a  I'etat  anhydre.  Vu  que,  par  consequent, 
I'alcool  absolu  est  capable  de  deshydraier  la  proline  et  que  la  proline  an- 
hydre est  assez  difficilement  soluble  dans  I'alcool  absolu  a  la  temperature  or- 
dinaire, il  convient,  pour  I'extraction  ci-dessus  mentionnee,  de  se  servir  d'al- 
cool a  93  %,  et  non  d'alcool  absolu. 
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d'impuretes  susceptibles  de  contenir  encore  un  peu  de  proline. 
Apres  evaporation,  on  laissa  reposer,  et  la  masse  ainsi  partielle- 
ment  cristallisee  fut  epuisee  a  I'alcool.  Cette  nouvelle  solution, 
traitee  par  le  carbonate  cuivrique,  de  la  maniere  decrite  plus 
haut,  fournit  un  sel  (sel  cuivrique  III:  is^.S)  qui,  par  suite  d'un 
lavage  a  I'alcool,  lenfermait  assez  peu  d'eau  de  cristallisationM; 
et  etait  d'ailleurs  parfaitement  pur. 

En  admettant  que  la  matiere  de  depart  ait  contenu  80  Vo 
d'ether  }^-bromopropyle-phtalimidomalonique,  la  quantite  de  sel 
cuivrique  ([CsHgOoN].^  Cu,2H2  0)  y  correspondant  sera  de  26'^\2; 
le  rendement  total :  22?'',9,   represente  ainsi  87  %  de  la  theorie. 

o?'',4234  de  sel  cuivrique  I,  desseche  dans  le  vide  sulfurique 
jusqu'a  poids  constant,  ceda  o='',o465  d'eau  (io,98''/o;  calcule  10,99  %). 

o?'',2526  de  sel  cuivrique  I  contenait  2i'"g'^,55  d'azote  (8,53  Vo; 
calcule  8,57  °/o). 

°'S5o39  de  sel  cuivrique  11  contenait  o?'^,o553  d'eau  (10,97  Vo). 

o?'',22oo  de  sel  cuivrique  II  contenait  iS^^sr^es  d'azote  (8,48  Vo). 

oS"",  1991  de  sel  cuivrique  III  seche  dans  le  vide  sulfuri(iue  jus- 
qu'a poids  constant,  contenait  i9'^s%oo  d'azote  (9,54%;  calcule  9,62%). 

2.    En  dccomposant  I'argifiine  an  iiioyen  d' hydroxy dc  dc  barym/i, 
obtient-on  de  la  proline  .- 

On  partit  du  nitrate  cuivrique  d'arginine  tire  de  quelques 
testes  d'anciennes  preparations  d'arginine,  qui  furent  toutes  trans- 
formees  en  ce  sel,  qu'on  soumit  alors  a  des  recristallisations  re- 
petees.  Desseche  a  I'air,  le  sel  accusait  approximativement  la 
composition  indiquee  la  premiere  fois  parE.  Schulze  etE.  Stei- 
ger^):  (Cg  Hj  4  N4  02)0  Cu(N03)2,  3  Ho  O;  seulement  la  teneur  en 
eau  etait  un  peu  superieure  a  ce  qu'indique  la  theorie^),  a  savoir 


')  Voir  les  Comples-rendus  du   Lab.  de  Carlsb.  6.    175  (1905). 
-')  Zeitschr.physiol.Chem.il,    52  (1886). 

•^)  Les   indications  relatives  a   la  teneur    en   eau    dc   ce  sel  different   un   peu  entro 
elles: 

a)  E.   Schulze  ct  E.  .Steiger  (1.   c.)   trouverent  dans  le  sel   desseche  sur  Aw 
chlorure  de  calcium  9,54,   9,37  et  9,41  "/o  d'eau; 

b)  S.  G.Hedin  (Zeitschr.  physioL  Chem.  20,    191    [1894,)   trouva  dans  un  sel 
probabiement  desseche  a  I'air  9,17%  d'eau; 

c)  Wl.Gulew  itsch  (Zeitschr.  physio).  Chem.  27,    197  (1899),  trouva  dans  Ic 
sel  desseche  a  I'air   10,44  c'   10,32%  d'eau; 

(1;  ().  Riesser    (Zeitschr.  physiol.  Chem.  49,    219    [1906])    trouva  d:in>  un  sel 

dessechd   sur  I'acide  sulfuririue  9,07  "/o  d'eau. 
11  apperl  (|ue   le  sel   pent   cristalliscr  avec   unc  teneur  en   enu  assc;'  v.irinble  ct 
qui    se    rapproche    cependant    de  tres  pres  de  celle  calculce  pour  3  molecules 
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9,43  "/o  ail  lieu  de  9,16%.     Le  sel  deshydrate  contenait  la  pro- 
portion de  cuivre  prevue  par  la  theorie. 

o^S3°53  de  sel  desseche  a  lair  perdit  pendant  2  jours  de  repos 
dans  le  vide  sulfurique  o^^oiao;  pendant  24  heures  de  dessiccation 
k  85^,  a  la  pression  de  30  mm.,  il  perdit  encore  os'^,0165.  On  des- 
secha  alors  pendant  2  jours  a  ito°,  sous  une  pression  de  30  mm., 
et  la  perte  qui  en  resulta  fut  de  og'',ooo3  seulement.  Perte  totale: 
ogSo2  88  (9,43  7o). 

Porte  au  rouge,  le  sel  deshydrate  (o?%2  765)  laissa  o§'',o407  d'oxyde 
cuivricjue,  correspondant  a  11,76^/0  de  cuivre  dans  le  sel  anhydre 
(calcule:    11,86^/0  de  cuivre). 

On  fit  dissoudre  10  gr.  de  nitrate  cuivrique  d'arginine  dans 
de  I'acide  sulfurique  tres  dilue,  puis  on  precipita  le  cuivre  au 
moyen  d'acide  sulfhydrique.  De  la  liqueur  filtree  on  expulsa 
I'hydrogene  sulfure,  puis  Ton  precipita  I'arginine  par  un  petit 
exces  d'une  solution  normale  d'acide  phosphotungstique.  Au 
moyen  d'une  solution  d'acide  phosphotungstique  a  5  ^/o  addition- 
nee  d'une  faible  dose  d'acide  sulfurique,  on  debarrassa  le  phos- 
photungstate  d'arginine  de  son  acide  nitrique,  puis  on  le  decom- 
posa  a  I'aide  d'eau  de  baryte  froide  et  saturee.  On  satura 
d'acide  carbonique  la  solution,  qu'on  jeta  alors  sur  le  filtre,  et 
Ton  evapora  dans  le  vide.  Apres  une  nouvelle  filtration,  on  com- 
pleta  a  I  1.  la  liqueur,  dans  laquelle  on  ne  put  deceler  qu'une 
trace  bien  minime  d'acide  nitrique  au  moyen  de  diphenylamine 
et  d'acide  sulfurique.  10  cc.  de  cette  solution  renfermaient 
I7'"g'^,93  d'azote. 

Pour  la  decomposition  au  moyen  de  la  baryte  on  se 
servit  du  reste  de  la  solution  obtenue,  qui  par  consequent  ren- 
fermait  en  tout  1775  mgr  d'azote.  On  plaga  la  solution 
dans  un  ballon  de  3  litres,  versa  200  cc.  de  solution  de  baryte 
norm,  aux  Vio  et  abandonna  au  bain-marie  pendant  une  heure. 
L'ammoniaque  qui  s'etait  formee  fut  alors  distiilee  dans  le  vide  et 
recueillie  dans  de  I'acide  sulfurique;  on  distilla  en  tout  200  cc. 
environ.     Ensuite,    on    ajouta   encore    200  cc.  de  solution  de  ba- 


d'eau  de  cristallisation,  quand  la  dessiccation  du  sel  s'effeclue  a  I'air  passa- 
blement  sec  ou  par  un  court  repos  en  presence  d'acide  sulfurique  ou  de  chlo- 
rure  de  calcium.  D'un  autre  cote,  O.  Riesser  (a  I'endroit  cite)  n'a  pas  tout 
a  fait  raison  en  avangant :  »Das  iiber  Schwefelsaure  getrocknete  Salz  enthalt 
3  Molekiile  Krystallvvasser* ;  car,  ainsi  que  I'indique  Hedin  et  que  nous  en 
avons  eu  nous-memes  confirmation,  meme  un  sel  renfermant  3  molecules  d'eau 
de  cristallisation  perd  des  quantites  considerables  quand  on  le  laisse  pendant 
longtemps  sur  I'acide  sulfurique. 


ryte,  chauffa  pendant  une  heure  au  bain-marie  bouillant  et  dis- 
tilla  Tammoniaque  comme  precedemment.  On  repeta  cette  ope- 
ration i6  fois  en  tout;  toutefois  on  prolongea  les  derniers  chauf- 
fages  plusieurs  heures  durant  (jusqu'a  lo)  avant  de  distiller  I'am- 
moniaque.  Ainsi  qu'il  appert  du  tableau  ci-apres,  on  chauffa  en 
tout  pendant  88  heures,  et  il  se  forma  ainsi  de  I'ammoniaque 
correspondant  a  843  mgr.  d'azote,  tandis  que,  par  une  decom- 
position complete  en  acide  carbonique  et  en  ammoniaque,  la 
quantite  d'uree  calculee  d'apres  I'equation  de  Schulze  etWiu- 
terstein  citee  ci-dessus  (voir  page  75),  est  susceptible  de  don- 
ner  une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  887'"2r,5  d'azote. 
Bien  que  la  quantite  d'ammoniaque  formee  ne  repondit  pas  com- 
pletement  aux  evaluations,  on  ne  continua  pas  a  chauffer,  parce 
que  le  dernier  chauffage,  en  depit  d'une  concentration  assez  con- 
siderable de  I'hydroxyde  de  baryum,  n'avait  fourni  par  heure 
qu'une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  un  peu  plus  de 
2  mgr.  d'azote. 

A  la  solution  traitee  par  la  baryte,  on  ajouta  encore  un  litre 
d'eau,  puis  y  dirigea,  en  chauffant,  un  courant  d'acide  carbo- 
nique. Le  carbonate  de  baryum  ainsi  precipite  contenait,  apres 
un  bon  lavage,  60  mgr.  d'azote  en  tout.  La  liqueur  filtree  fut 
concentree  dans  le  vide,  puis  filtree  encore  une  fois  et  diluee 
jusqu'a  200  cc.    2  cc.  de  cette  solution  accusaient  8"^sr^53  d'azote. 

Dans  les  operations  que  nous  venons  d'exposer,  la  perte 
d'azote  non  controlee  n'a  done  pas  depasse  19  mgr.  (1775  -'r-  [843  + 
60  +  853]  =  19)- 
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Dans  la  solution  ainsi  traitee  on  trouve  I'ornithine  qui  a  pris 
naissance,  eventuellement  de  la  proline,  et  des  proportions  en 
tout  cas  insignifiantes  d'arginine  inalteree,  d'uree  et  de  guanidine 
inattaquees  par  la  bar3'te,  enfin  d'autres  produits  de  decomposition 
inconnus.  Pour  la  separation  de  ces  substances  on  eut  recours 
a  la  precipitation  de  I'ornithine,  proposee  par  E.  Winterstein^), 
a  I'aide  du  chlorure  mercurique  et  de  la  baryte,  tout  en  nous 
assurant  par  des  essais  particuliers  que  —  en  tout  cas  si  Ton 
emploie  d'abondantes  quantites  de  chlorure  mercurique  —  non 
seulement  I'ornithine  et  I'arginine,  mais  encore  la  guanidine  et 
I'uree  se  precipitent  a  peu  pres  completement,  tandis  que  la  pro- 
line reste  en  solution. 

A  la  solution,  de  reaction  legerement  alcaline,  on  ajouta  5  cc. 
d'acide  chlorhydrique  5 -norm,  et  puis  une  solution  saturee  de 
chlorure  mercurique.  Apres  addition  de  600  cc.  de  cette  solu- 
tion, une  prise  d'essai  donna  avec  de  I'eau  de  baryte  un  preci- 
pite  legerement  jaunatre,  tandis  qu'apres  addition  de  800  cc.  un 
precipite  fortement  jaune  prit  naissance;  on  ajouta  en  tout 
1000  cc.  de  solution  de  chlorure  mercurique.  Ensuite  on  preci- 
pita  par  un  abondant  exces  de  baryte  (1500  cc.  de  solution  norm, 
aux  Vio).  Apres  une  heure  de  repos,  on  passa  a  la  trompe  et 
lava  soigneusement  le  precipite  avec  une  solution  de  chlorure  de 
baryum  contenant  de  I'hydroxyde  de  baryum. 

La  liqueur  filtree  et  I'eau  de  lavage,  d'un  volume  total  de 
3400  cc,  ne .  contenaient  en  tout  que  34  mgr.  d'azote.  II  s'en- 
suit  que  la  decomposition  de  I'arginine  au  moyen 
d'une  solution  d'hydroxyde  de  baryum  n'a  pas  donne 
naissance  a  la  proline  en  quantite  constatable. 

Le  precipite  resultant  de  I'addition  de  chlorure  mercurique 
et  de  baryte  fut  delaye  dans  de  I'eau,  puis  additionne  de  lOO  cc. 
d'acide  sulfuri(}ue  2 -norm.,  apres  quoi  on  precipita  au  moyen 
d'acide  sulfhjdrique.  Apres  essorage.et  lavage,  on  chauffa  le 
precipite  en  presence  d'eau  additionnee  d'acide  sulfurique,  et 
Ton  y  dirigea  a  nouveau  de  I'acide  sulfhydrique.  On  expulsa 
par  ebullition  I'acide  sulfhydrique  des  liqueurs;  la  solution  ren- 
fermait  alors  798  mgr.  d'azote.  Par  consequent,  le  sulfure  mer- 
curique n'a  retenu  que   I2'"si-j5   d'azote 

(853  ^[8,53 +  34 +  798]  =  12,47)- 


')  Zeilschr.  physiol.  Chem.  45,   77  (1905). 
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La  solution  fut  debarrassee  d'acide  sulfurique  au  moyen  de 
la  baryte,  filtree  et  concentree  dans  le  vide  jusqu'a  environ  loocc, 
puis  benzoylee  par  le  procede  habitueH)  a  I'aide  de  28  gr.  de 
chlorure  de  benzoyle  et  de  220  cc.  de  solution  2-norm.  d'hydroxyde 
de  sodium  en  tout.  Le  lendemain,  on  essora  et  lava  un  petit 
depot  (qui  accusait  une  teneur  totale  de  7"'S',45  d'azote).  On  re- 
froidit  a  la  glace  la  liqueur  filtree  et  I'eau  de  lavage,  apres  quoi 
on  precipita  par  70  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -norm.  On  laissa 
au  repos  a  basse  temperature  jusqu'au  jour  suivant,  essora  et 
debarrassa  le  precipite  de  son  chlore  en  le  lavant  a  I'eau  glacee. 
Le  volume  total  de  la  liqueur  filtree  et  de  I'eau  de  lavage  etait 
de  1500  cc  ,  leur  teneur  totale  en  azote  de  iQC^^r^S.  Desseche  a 
I'air,  le  precipite  (acide  benzoique  -f  acide  ornithurique)  pesait 
23''',4.  Apres  epuisement  a  I'ether  de  petrole  dans  I'appareil 
Soxhlet,  il  resta  6''',63  d'acide  ornithurique,  qu'on  pouvait  consi- 
derer  comme  de  I'acide  ornithurique  pur,  car  il  offrait  toutes  les 
proprietes  de  cet  acide,  aussi  bien  que  sa  teneur  en  azote,  et  a 
I'etat  brut  et  apres  recristallisation  dans  ralcool. 

Au  dosage  de  I'azote  o'?'',  1909  d'acide  ornithurique  brut  desse- 
che dans  le  vide  a  iio**  a  donne  une  quantite  d'ammoniaque  cor- 
respondant  a  I5'"^^73  d'azote  (8,24^0  d'azote;  calcule  8,25*^/0). 

oS'',i673  d'acide  ornithurique  recristallise,  puis  desseche  dans  le 
vide  a   110°,  contenait   i3'"g'^,8o  d'azote  {8,25^/0). 

Comme  I'acide  ornithurique  n'est  pas  absolument  insoluble 
dans  I'ether  de  petrole,  une  petite  proportion  entre  en  solution 
si  on  prolonge  longtemps  I'epuisement  par  cet  ether.  Aussi  on 
reussit,  en  redissolvant  I'acide  benzoique  dans  I'ether  de  petrole, 
a  obtenir  encore  0?'^,25   d'acide  ornithurique  presque  pur. 

Le  rendement  total  en  acide  ornithurique  etait  ainsi  de  6-^,88, 
soit  64%  de  la  quantite  calculee  d'apres  I'equation  de  Schulze 
et  Winterstein  citee  plus  haut  [lO'^^jG,  voir  p.  75).  Comme 
on  ne  saurait  supposer  que  la  benzoylation  se  soit  achevee  inte- 
gralement  et  qu'en  outre  les  pertes  d'azote  subies  au  cours  des 
operations  ont,  elles  aussi,  contribue  a  diminuer  Ic  rendement  en 
acide  ornithurique,  nous  croyons,  de  I'experience  que  nous  ve- 
nous d'exposer,  pouvoir  tirer  la  conclusion  suivante:  que  la  de- 
composition de  I'arginine  par  chauffage  avec  une  so- 
lution d' h\'(l  roxyde  de  barjuni,  tout  au  inoins  d;iiis  la 
marche  ({ue  nous  avons  suivie,  obeit  csscn  t  ic  llcni  cut  .1  1  f- 

')  Coinptcs-rendus  dii   I. ah.  de  Carlsl).  6,   45  (l902_). 
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quation  de  Schulze  et  Winterstein,  par  consequent  avec 
formation  d'ornithine  et  d'uree,  cette  derniere  se  de- 
do  ublant  ulterieurement  en  acide  carbonique  et  en 
ammoniaque. 

Comme  on  avail  lieu  de  s'y  attendre,  le  chauffage  prolonge  en 
presence  d'hydroxyde  de  baryum  avail  raccmise  en  grande  partie 
I'acide  ornithurique.  Le  pouvoir  rotatoire  n'equivalait  qu'a  ^/s  envi- 
ron de  celui  de  I'acide  ornithuricjue  droit  ^),  et  conformement  a  ce 
fait  I'acide  se  comportait  comme  un  melange  des  acides  ornithuri- 
ques  optiquement  actif  et  racemique.  C'est  ainsi  que  I'acide  brut 
aussi  bien  que  I'acide  recristallise  dans  I'alcool  diminuerent  sensible- 
ment  de  poids  (de  0,7  Vo  environ)  lorsqu'on  fit  subir  a  I'acide  des- 
seche  a  I'air  une  dessiccation  dans  le  vide  a   110°^). 

La  neutralisation  de  I'acide  au  moyen  de  I'ammoniaque,  puis 
addition  dune  solution  de  chlorure  de  calcium,  ne  donnerent  a  froid 
naissance  a  aucun  precipite;  mais  f)orte  a  I'ebullition,  I'acide  fit  tom- 
ber,  comme  cela  est  caracteristitjue  a  I'acide  ornithurique,  le  sel  de 
calcium  difficilement  soluble.  Au  microscope  cependant,  ce  sel  pa- 
raissait  peu  homogene,  compose  principalement  d'aiguilles  plates ;  de 
sorte  qu'il  n'offrait  ni  I'aspect  caracteristique  au  sel  de  calcium  de 
I'acide  racemique,  ni  celui  des  sels  analogues  des  acides  optiquement 
actifs  (respectivement  de  belles  formes  lamellees  ou  des  aiguilles 
tres  fines).  Enfin  il  est  a  remartjuer  (jue,  tandis  que  les  sels  de  cal- 
cium des  acides  optiquement  actifs  sont  anhydres  et  que  celui  de 
I'acide  racemique  renferme  i  mol.  d'eau  de  cristallisation  (2,45  Vo 
d'eau),  le  sel  de  calcium  de  I'acide  ornithurique  en  question,  lui, 
renfermait  1,67  '^'/o  d'eau  de  cristallisation,  ce  qui  correspond  de  tres 
pres  a  un  melange  de  ^/s  d'acide  optiquement  actif  et  de  ^/s  d'acide 
racemique. 


*)  Comparez :   Comptes-rendus  du  Lab.de  Carlsb.  6.   220  (1905). 
^)  Ibid.  p.  220. 
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ETUDES  SUR  LA 

SYNTHESE  DES  ACIDES  AiMINES 


VIII.    Acides  diaminodicarboniques  et  acides 
oxyamines 

PAR 

S.  P.  L.  S0RENSEN  et  A.  C.  ANDERSEN. 

Jusqu'a  ces  dernieres  annees,  I'acide  diaminosuccinique  etait 
le  seul  terme  connu  de  la  serie  des  acides  diaminodicarboniques. 
II  fut  prepare  pour  la  premiere  fois  au  laboratoire  de  Lothar 
Meyer  par  J.  Li  ndner,  en  faisant  reagir  I'ammoniaque  alcoolique 
sur  I'acide  dibromosuccinique ;  mais  le  rendement  fut  tres  minime. 
Le  travail  de  Lindner  fut  public  par  Th.  Lehrfeld\\  qui 
examina  de  plus  pres  les  proprietes  de  I'acide  diaminosuccinique. 
Plus  tard,  par  reduction  de  la  .diphenylhydrazine  de  I'acide 
dioxytartrique  au  moyen  de  I'amalgame  de  sodium  en  liqueur 
legerement  alcaline,  J.  TafeP)  a  obtenu  I'acide  diaminosuccinique 
avec  un  rendement  beaucoup  meilleur,  et  il  a  demontre"^)  que 
cette  reaction  donne  naissance  a  la  fois  a  I'acide  diaminosuccinique 
racemique,  qui  en  presence  de  I'acide  nitreux,  founiit  I'acide 
tartrique  racemique,  et  a  la  combinaison  meso,  qui  avec  I'acide 
nitreux  donne  I'acide  tartrique  optiquement  inactif.  On  ne  con- 
naissait  pas  d'autres  acides  diaminodicarboniques*)  jusqu'au  jour 


*)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges  14,    1816  (1881). 

»)  Ibidem  20,   244  (1887). 

s)  J.  M.  Farchy  et  J.  Tafel:  ibid.  26,  1980  (1893);  J.  Tafel  olH.  Stern: 
ibid.  38,    1589  (1905). 

*)  Abstraction  faite  de  I'acide  /S/?,-dianiinoadipi(iue  prepare  en  1902  par 
W.Traube  (Ber.  d.  deutsch.  chem.  (Jes.  35,  4121)  et  I'annec  d'aprtis  par 
W.  Kohl  el  Dinter  {ibid.  36,  172),  et  dont  les  groiipos  amines  sont  siltids 
I'un  et  I'autre  dans  la  position  /f  par  rap|)ort  aux  groupes  carboxylcs ,  alors 
que,  comme  on  sait,  tous  les  acides  amines  obtenus.  dans  dcs  decompositions 
de  substances  proteiipies  ont ,  sauf  cpielques  rares  exceptions,  Icur  groupe 
amine  dans   la   ])osilion   «. 
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oil  les  termes  Cg  et  C,o  (acide  aa^-diaminosuberique  et  acide 
aai  diaminosebacique)  furent  prepares,  en  1905,  parC.  Neuberg 
et  E.  Ne  umann^),  syntheses  publiees  en  mcme  temps  que  celles 
effectuees  dans  notre  laboratoire  de  Carlsberg  des  termes  C^  et 
C7   (acides  aai-diaminoadipique  et  aaj-diaminopimelique^). 

Comme  C.  Neuberg  et  M.  Federer-"')  ont  plus  tard  obtenu 
le  terme  C9  (acide  aai-diaminoazelaique),  on  voit  que,  sauf  I'acide 
diaminoglutarique,  toutes  les  combinaisons  representees  par  la 
formule  generale 

COOH-CH(NH2)-(CH,)n-CH(NH2)-COOH 

sont  maintenant  connues  jusqu'au  terme  Cj,/)-  Toutefois  il  faut 
ajouter  que  c'est  seulement  de  Tacide  diaminosuccinique  qu'on 
est  parvenu  a  isoler  et  la  combinaison  racemique  et  la  forme 
meso;  pour  tous  les  autres,  la  question  de  savoir  si  les  acides 
diamines  sont  des  combinaisons  racemiques  ou  reellement  inacti- 
ves  ou  peut-etre  des  melanges  des  unes  et  des  autres,  reste 
encore  en  suspens. 

C.  Neuberg  s'est  servi,  pour  ses  preparations  synthetiques, 
d'un  procede  semblable  a  celui  de  Lindner  et  Lehrfeld, 
c'est-a-dire  qu'il  a  fait  agir  le  carbonate  d'ammonium  et  I'am- 
moniaque  aqueuse  concentree,  a  une  temperature  de  125^,  sur 
les  acides  dicarboniques  aai-dibromes;  pour  ce  qui  concerne  les 
termes  Cg  et  C9,  le  rendement  etait  assez  mediocre  (respective- 
ment  30  et  20%  du  rendement  theorique),  tandis  que  pour  Cm 
il  etait  excellent  (72  Vo  de  la  theorie). 

Un  procede  analogue  ne  se  laisse  guere  appliquer  a  la 
preparation  des  termes  Ce  et  C7.  En  traitant  I'acide  dibromopi- 
melique  par  I'ammoniaque  aqueuse  concentree  a  125^,  R.  Will- 
statter^)  a  obtenu  une  petite  quantite  d'acide  cyclopentene- 
dicarbonique;  mais  il  ne  ressort  pas  de  ses  indications  s'il  a 
cherche    I'acide   diaminopimelique.     Par  contre,  E.  Fischer^)  a 


*•)  Zeitschr.  physiol.  Chem.  45,   92  (1905). 

*)  Comptes  rendus  de  Laboratoire  de  Carlsberg  6,  147  (1905)  (communication 
provisoire) ;   Zeitschr.  physiol.  Chem.  44,  451   (1905;. 

*)  Biochem.  Zeitschr.  1,   282  (1906). 

*)  Pour  completer,  nous  ajouterons  seulement  ici  que  la  dilanine  preparee  par 
S.Gabriel  (Liebigs  Ann.  348,  72  (1906)  jest  vraisemblablementidentique  a  I'acide 
aai-diaminomethyleglutarique,   COOIl  .CH(NH2).CH2  .CCCHj)  (NHjj.COOH. 

*)  13er.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  28.   657  (1895). 

«)  Ibid.  34  2543  (190O. 
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tente  d'obtenir  cet  acide  en  faisant  agir  rammoniaque  liquide 
sur  I'ether  aa^  -dibromopimelique ;  cependant  du  produit  de  reaction 
il  n'a  pas  reussi  a  isoler  I'acide  diaminopimelique,  mais  bien  deux 
acides  aa  j-piperidine-dicarboniques  stereo-isomeres. 

Par  consequent,  la  reaction  s'est  passee  avec  condensation 
interne  et  d'une  fagon  analogue  a  celles  examinees  par  R.  Will- 
statter  et  ses  coUaborateurs  et  dans  lesquelles  des  acides 
adipiques  dibromosubstituees  en  ao..^  ont  donne  avec  fermeture 
de  la  chaine  des  derives  de  la  pyrrolidine.  C'est  ainsi  que,  en 
chauffant  Tether /5-methyle-aai-dibromoadipique  avec  de  rammo- 
niaque en  presence  d'alcool  methylique  comme  dissolvant,  R. 
Willstatter  et  W.  von  Sicherer^)  ont  obtenu  a  peu  pres  la 
moitie  de  la  quantite  calculee  d'acide  /^-methyle-aaj-pyrrolidi- 
nedicarbonique,  et  par  chauffage  de  I'ether  aoi- dibromoadipique 
avec  du  methylamine  en  presence  de  benzene  comme  dissolvant, 
R.  Willstatter  et  R.Lessing^)  ont  prepare  I'acide  n-methyle- 
aai  pyrrolidinedicarbonique  en  quantite  presque  theorique. 

La  methode  que  nous  avons  employee  pour  la  preparation 
des  acides  aai-diaminoadipique  et  aa^- diaminopimelique,  se 
rattache  de  tres  pres  aux  syntheses  executees  anterieurement 
dans  notre  laboratoire  en  partant  de  I'ether  phtalimidomalonique. 
Le  procede,  brievement  decrit  dans  la  communication  provisoire 
citee  ci-dessus,  vise  dans  ses  grandes  lignes,  par  une  reaction 
entre  deux  molecules  d'ether  phtalimidosodomalonique  et  une 
molecule  de  bromure  ethylenique  ou  trimethylenique,  a  preparer 
respectivement  (I)  I'ether  d'ethyle  ethylene-  ou  (II)  I'ether  d'ethyle 
trimethylene-di-phtalimidomalonique : 

COOC2H5  COOC2H5 

I  ^1 

(I)  C CH2  •  CHo C\         p„ 

COOC2H6  COOC2H5 

COOC.Hb  COOC2H6 

(11^  C  CHg-CHa-CHo         — C  \         ^.,^ 

'       |N<CO>c„H,  |\n48>C„H. 

COOC2H6  COOC2H6 

')  Ber.  d.  deuisch.  chcin.  Ces.  32,    1290  (^1899). 
'■*)  Ibid.  35,    2065   (1902). 
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Lorsqu'on  fait  subir  a  ces  ethers  un  traitement  par  des 
bases,  suivi  d'une  evaporation  en  presence  d'acide  chlorhydrique, 
la  decomposition  se  produit  de  la  maniere  ordinaire:  par  exemple, 
chauffee  en  presence  d'une  solution  d'hydroxyde  de  baryum,  la 
combinaison  trimethylenique  donne  de  I'alcool  et  le  sel  de 
baryum  de  I'acide  trimethylene-di-phtalamiquemalonique 

COOH  COOH 

I  ' 

p CHo  •  CHi)  •  CH2 C 

j\NH-C0-Cr,H4C00H  ^NH-CO-CeH^  COOH 

COOH  COOH, 

qui,  evapore  en  presence  d'acide  chlorhydrique  se  scinde  en  acide 
carbonique,  acide  phtalique  et  acide  aa^ -  diaminopimelique: 

CH— CH.-CHo-CHo      CH 

>NH2  ^NHs 

COOH  COOH 

En  ce  qui  concerne  la  combinaison  trimethylenique,  ces 
reactions  se  passent  sans  encombre,  et  le  rendement  en  acide 
diaminopimelique  s'eleve  a  environ  90 ",0  de  la  quantite  calculee 
(a  partir  de  I'ether  trimethylene-di-phtalimidomalonique).  D'autre 
part,  ainsi  que  nous  le  verrons  dans  la  partie  experimentale 
(voir  p.  102),  I'evaporation  de  I'acide  ethylene-di-phtalamiquemalo- 
nique  en  presence  d'acide  chlorhydrique,  et  meme  un  simple 
chaufifage  avec  de  I'eau,  donne  lieu  a  des  reactions  secondaires, 
qui  se  manifestent  par  le  passage  au  brun  de  la  solution  ainsi 
que  par  une  diminution  du  rendement  en  acide  diaminoadipique. 
On  peut  cependant  facilement  remedier  a  cet  inconvenient  en 
divisant  en  deux  pliases  la  decomposition  de  I'acide  ethylene-di- 
phtalamiquemalonique. 

En  effet,  lorsque  cet  acide  hexabasique  (comparez  la  formule 
ci-dessus)^)  est  chauffe  du  jour  au  lendemain  dans  le  vide,  a  une 
temperature  de  100  a  105",  il  se  degage,  comme  on  devait  s'y 
attendre,  de  I'acide  carbonique  et  en  meme  temps  un  peu 
d'acide    phtalique.      Ce    chaufifage    fait    prendre    a    la    substance 


*■)  En    partant    de    I'ether    ethylene-di-phtalimidomalonique,    on    peut    aisement 
I'oblenir  avec  un  rendement  superieur  a  90%  de  la  theorie. 
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une  teinte  jaune ;  mais  dans  I'ebullition  subsequente  en  presence 
de  solution  de  baryte  (voir  p.  103),  puis  evaporation  en  presence 
d'acide  chlorhydrique,  la  separation  de  I'acide  phtalique  se  pro- 
duit  sans  reactions  secondaires,  en  sorte  qu'on  obtient  I'acide 
diaminoadipique  avec  un  rendement  de  90  ^/o  du  rendement 
calcule  (a  partir  de  I'acide  ethylene-di-phtalamiquemalonique). 

De  ce  que  nous  venons  de  dire,  il  resulte  qu'a  partir  des 
combinaisons  correspondantes  de  I'ether  di-phtalimidomalonique, 
on  pent,  aisement  et  avec  un  rendement  excellent,  preparer  les 
deux  acides  diaminodicarboniques.  Par  contre,  il  ne  nous  a  pas 
ete  possible  d'obtenir  avec  un  rendement  satisfaisant  lesdites 
combinaisons  etherees  elles-memes,  et  particulierement  celle  dans 
laquelle  entre  I'ethylene;  c'est  pourquoi,  en  vue  d'elucider  la 
marche  des  principales  reactions  secondaires,  nous  axons  cru 
devoir  soumettre  a  un  examen  special  les  produits  secondaires 
formes  au  cours  de  la  preparation  des  combinaisons  susmentionnees. 

Ether  ethy  lene-di-phtalimidomalonique.  Pour  la 
preparation  de  ce  compose  il  s'est  trouve  convenable  d'employer 
un  exces  assez  considerable  (environ  5  fois  la  quantite  calculee) 
de  bromure  d'ethylene  qui,  apres  la  fin  de  la  reaction,  fut  distille 
a  la  vapeur  d'eau.  Le  produit  huileux  de  la  reaction  fut  extrait 
par  agitation  ou  ebullition  a  I'ether,  ce  qui  en  fit  deposer  une 
partie  a  I'etat  cristallin  (A),  tandis  que  le  reste  entra  en  dissolu- 
tion etheree  (B).  Apres  purification  a  I'alcool  (voir  p.  98),  on 
constata  que  le  produit  cristallin  (A)  etait  un  melange  de  I'ether 
ethylene -di-phtalimidomalonique  cherche  (avec  un  rendement 
d'environ  25  ^/o  de  la  quantite  calculee  a  partir  de  I'ether  phtalimido- 
malonique  employe)  et  de  I'ether-lactone  ^Soxethyle-phtalimido- 
malonique  (rendement:  30  a  40%  du  calcui).  La  formation  de 
ces  deux  composes  se  comprend  aisement  quand  on  se  represente 
comnie  produit  intermediaire  I'ether  ^-bromo-ethyle-phtalimido- 
malonique  (voir  la  formule  ci  dessous)^).  En  reagissant  avec 
encore  une  molecule  d'ether  phtalimidosodomalonique,  le  bro- 
mure fi,  on  le  voit  facilement,  fournira  I'ether  ethylene-di-phtali- 
midomalonique,  tandis  que,  si  on  en  separe  le  bromure  ethylique, 
il  donncra  la  combinaison  lactonique  indiquee  plus  haut: 


')  Compare/,  la  preparation    de    I'ether   analogue    y  I)romopropylc  plUalimidoma 
loniqiie  (Comptes-rendus  du  I.ab.  de  Carlsb.  6     148  (1905)). 

7 


90 

C00C,H5  COOC2H5 

^ CH,.CH,.Br        I CH,.CH,       p  H.Br 

|^N<^g>C,n,  ^■N<^^>C6H4 

COOC2H5  CO  o 

Ether  /5-bromoet;hyle-  Ether-lactone  ^-oxethyle-phtali- 

phtalimidonialonique         .  midomalonique. 

De  ce  melange,  il  est  tres  facile  de  separer  a  I'etat  de 
purete  I'ether  ethylene-di-phtalimidonialonique:  chauffee  en  pre- 
sence d'une  lessive  de  soude  de  concentration  convenable,  la 
lactone  se  saponifie  et  entre  en  dissolution,  tandis  que  la  com- 
binaison  ethylenique  n  est  guere  influencee  par  ce  traitement. 
Apres  essorage  et  lavage  a  I'eau,  le  produit  ethylenique  brut  est 
presque  tout  a  fait  pur  et,  du  reste,  il  peut  etre  recristallise, 
sans  perte  appreciable,  dans  le  benzene. 

En  epuisant  le  melange  a  I'alcool  absolu,  on  aura  la  lactone 
qu'on  peut  epurer  par  recristallisation  reiteree  dans  le  meme 
milieu;  toutefois  il  est  difficile  de  la  debarrasser  de  toute  trace 
du  compose  ethylenique,  attendu  que  ce  dernier  nest  pas  tout 
a  fait  insoluble  dans  I'alcool.  La  lactone  constitue  un  excellent 
point  de*  depart  pour  la  preparation  de  I'acide  a-amino-;'-oxybu- 
tyrique,  et  le  traitement  precedemment  indique  du  melange  de 
compose  ethylenique  et  de  lactone  par  une  solution  d'hydroxyde 
de  sodium  s'approprie  tout  a  fait  a  cet  objectif;  car,  evaporee 
en  presence  d'acide  chlorhydrique,  la  solution  alcaline  ainsi 
obtenue  fournit  un  melange  de  sel  marin,  acide  phtalique  et  du 
chlorhydrate  de  I'acide  oxyamine  mentionne,  ou  plus  exactement 
de  la  lactone  de  ce  dernier,  melange  dont  I'acide  oxyamine  se 
laisse  isoler,  surtout  sous  forme  de  la  combinaison  benzoylique 
peu  soluble  de  la  lactone,  suivant  le  precede  que  nous  allons 
decrire  dans  la  partie  experimental  (v.  p.  107). 

Apres  I'evaporation  de  lether,  la  solution  etheree  nommee 
plus  haut  (B)  laissa  une  huile  qui,  abandonnee  au  repos,  ne 
cristallisa  pas  Cette  huile  renfermait,  en  proportion  minime, 
de  I'ether  ethylene  di-phtalimidomalonique,  une  partie  de  I'ether- 
lactone  ci  dessus  mentionnee,  de  plus  —  comme  elle  accusait 
une  teneur  de  2  a  3  ^/o  en  brome  —  probablement  une  propor- 
tion correspondant  a  cette  quantite  de  brome,  d'ether  //-bromo- 
ethyle-phtalimidomalonique  et,  en  outre,  les  impuretes  donnant 
de    la   glycine    et    qui    apparaisent    toujours    dans    les    syntheses 


partant  de  I'ether  phtalimidomalonique.  Par  decomposition  de  cette 
huile  au  moyen  de  I'hydroxyde  de  sodium,  puis  evaporation  en 
presence  d'acide  chlorhydrique,  on  obtient  un  melange  auquel 
on  pent  enlever  par  le  precede  ordinaire  le  sel  marin,  I'acide 
phtaiique  et  I'acide  chlorhydrique.  Le  melange  ainsi  obtenu 
d'acides  amines,  renferme  des  quantites  sensibles  d'acide  a-amino- 
j'-oxybutyrique;  mais  son  isolation  est  rendue  difficile  par  la 
grande  quantite  de  glycine  contenue  dans  le  melange.  De  meme 
que  dans  la  preparation  de  I'acide  a-amino-^-oxyvalerique^),  on 
pent  pallier  cet  inconvenient  en  profitant  de  ce  que  la  glycine 
est  beaucoup  moins  soluble  dans  I'alcool  a  80%  que  ne  Test 
i'acide  oxyamine.  Quand  la  plus  grande  proportion  de  la  gly- 
cine est  eliminee  de  la  sorte,  le  reste,  soumis  a  la  benzoylation, 
est  susceptible  de  donner  un  rendement  assez  satisfaisant  en 
acide  dibenzoyle  a-amino-7-oxybutyrique. 

Pourvu  que  Ton  opere  sur  des  quantites  tant  soit  peu  im- 
portantes,  la  solution  alcaline  susmentionnee  de  I'ether-lactone  et 
la  solution  etheree  des  huiles  peuvent  fournir,  grace  a  ce  precede^), 
a  peu  pres  40  ^Iq  de  I'azote  de  la  matiere  initiale  (I'ether  phtali- 
midomalonique) sous  la  forme  de  derives  benzoyles  purs  de 
I'acide  a-amino-j'-oxybutyrique.  Ainsi  que  nous  I'avons  dit,  le 
rendement  en  ether  ethylene-di-phtalimidomalonique  n'est  que 
d'environ  25%  de  la  theorie,  et  ce  compose  fournit  env.  90% 
de  la  quantite  calculee  d'acide  ethylene-di-phtalamiquemalonique 
qui,  a  son  tour,  donne  env.  90  %  de  la  quantite  calculee  d'acide 
diaminoadipique,  on  voit  qu'on  obtient  seulement  20%  de  I'azote 
de  la  matiere  initiale  (ether  phtaHmidomalonique)  sous  forme 
d'acide  diaminoadipique. 

II  vaut  la  peine  d'ajouter  qu'en  sus  des  produits  de  benzoy- 
lation deja  nommes  de  I'acide  a-amino-j'-oxybutyrique  et  d'un 
peu  d'acide  hippurique,  la  benzoylation  des  acides  amines  tires 
des  produits  huileux  nous  a  permis  d'isoler  de  petites  quantites 
dune  substance  qui  tres  certainement  n'est  autre  que  I'acide 
benzoyle-«-aminobutyrique.  La  formation  de  ce  compose  devient 
facilement  comprehensible  si  Ton  se  souvient  qu'en  meme  temps 
que  la  lactone  de  I'ether  //-oxethyle-phtalimidomalonique,  il  se 
forme  aussi   du   bromure  d'ethyle  (voir  la  reaction   p.  90).    Cei)en- 


^)  Comptcs  rendiis  du   Lab.  de  Curlsh.  6,    164  (1905). 
•)  ['our  Ics  details,  voyez  la  jiartie  experiinentale  (p.  no). 
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dant  Taction  du  bromure  d'ethyle  sur  I'ether  phtalimidosodoma- 
lonique  est  susceptible  de  dormer  naissance  a  I'ether  ethyle-phta- 
limidomalonique: 

COOC2H5 

I  XC2H5 
C"^  CO 

COOC2H5, 

compose  qui,  decompose  par  le  procede  habituel  au  moyen  de 
la  lessive  de  soude  et  de  I'acide  chlorhydrique,  conduira  a  I'acide 
a-aminobutyrique. 

Ether  trimethylene-di-phtalimidomalonique.  En 
ce  qui  concerne  la  preparation  de  ce  compose,  nous  avons  trouve 
convenable  de  la  diviser  en  deux  phases.  En  partant  de 
I'ether  phtalimidosodomalonique  et  du  bromure  trimethylenique, 
nous  avons  d'abord  prepare,  suivant  le  procede  decrit  dans  un 
memoire  anterieur^),  I'ether  ;'-bromopropyle-phtalimidomalonique. 
Dans  la  masse  huileuse  ainsi  obtenue,  un  dosage  du  brom.e  accu- 
sait,  conformement  aux  resultats  de  nos  experiences  anterieures, 
une  teneur  de  80%,  a  peu  pres,  de  la  quantite  calculee  du  bro- 
mure cherche.  Chauffee  en  presence  de  I'ether  phtalimidosodo- 
malonique correspondant  a  la  quantite  de  brome,  cette  huile 
bromee  donna  naissance  a  I'ether  trimethylene-di-phtalimidomalo- 
nique,  avec  un  rendement  qui  n'etait  pas  tout  a  fait  quantitatif, 
il  est  vrai,  mais  qui  etait  pourtant  assez  abondant: 

COOC2H5  COOC^Ha 

I^CHs-CHa-CH.-Br        |  /Na 

^\  '\N<g>C«H,         -^  ^  -  N<^g>C«H, 

COOC2H5  COOC2H5 

Ether  y-bromopropyle-phta-      Ether  phtalimidosodo- 

limidonialonique.  malonique. 

COOC2H5  COOC2H5 


_Q — — CHj-CHo-CHg  C,  pQ 

C00C0H5  COOC2H5 

Ether  trimcthylene-di-phtalimidomalonique. 

')  Comptes-rendus  riu   Lab.  de  Garish.  6.    148  ''1905). 
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On  chauffa  a  I'ether  le  produit  de  la  reaction,  ce  qui  fit 
entrer  en  dissolution  etheree  les  impuretes  huileuses,  tandis  que 
le  compose  trimethylenique  resta  indissous  presque  a  I'etat  de 
purete,  avec  un  rendement  d'environ  50  Vo  de  la  quantite  calculee 
(a  partir  de  i'ether  phtalimidomalonique).  Nous  avons  vu  plus 
haut  que,  converti  en  acide  aa^-diaminopimelique,  le  produit 
trimethylenique  fournit  un  rendement  en  cet  acide  d'environ 
90  Vo  de  la  theorie,  de  sorte  qu'ici  le  rendement  est  beaucoup 
meilleur  que  celui  obtenu  dans  le  cas  du  compose  ethylenique 
precedemment  mentionne. 

En  chassant  I'ether  de  la  solution  etheree  susmentionnee,  on 
eut  une  huile  contenant  du  brome  et  qui,  par  consequent,  outre 
une  faible  proportion  de  compose  trimethylenique  et  les  impuretes 
donnant  de  la  glycine,  renfermait  vraisemblablement  de  I'ether 
7-bromopropyle-phtalimidomalonique  inaltere.  En  consequence, 
on  fit  agir  sur  I'huile  une  solution  alcoolique  d'hydroxyde  de  so- 
dium^), et  ensuite  on  decomposa  la  masse  entiere,  de  la  maniere 
habituelle,  par  evaporation  en  presence  d'acide  chlorhydrique.  II 
en  resulta  un  melange  de  sel  marin,  d'acide  phtalique  et  de  chlor- 
hydrates  des  acides  amines  formes,  melange  auquel  on  enleva 
le  sel  marin,  I'acide  phtalique  et  I'acide  chlorhydrique,  apres  quoi 
on  put  sans  trop  de  peine  isoler,  sous  forme  d'acide  dibenzoyle- 
aai'diaminopimelique,  encore  io*'/o  de  I'azote  de  I'ether  phtali- 
midomalonique employe  et,  de  plus,  environ  4  Vo  sous  forme  du 
sel  cuivrique  de  proline  facilement  reconnaissable.  Si  Ton  tient 
compte  que  la  preparation  de  I'ether  y-bromopropyle-phtalimido- 
malonique  donne  un  rendement  d'environ  80  Vo  du  calcul,  on  ne 
peut  guere  s'attendre  a  obtenir  un  meilleur  rendem.ent  en  sub- 
stituant  le  reste  de  I'ether  phtalimidomalonique  au  second  atome 
de  brome  du  bromure  trimethylenique.  Dans  ces  conditions  le 
rendement  obtenu  en  acide  diaminopimelique  peut  otrc  considere 
comme  assez  satisfaisant. 

Pour  ce  qui  conccrne  les  details  de  la  preparation  et  des 
proprietes  de  ces  composes,  nous  renvoyons  a  la  partie  experi- 
mentale.  Ici  nous  nous  bornerons  a  faire  remarquer  la  bizarre 
difference  de  solubilite  qui  s'accuse  regulierement  entre  les  termes 
pairs    et    les    impairs    de    la   serie    d'acides   diaminodicarboniques. 


')  Le    mode   d'operer    est    decril,    k   propos    de   la   preparation    dc    l.i    proline, 
dans  notre  precedent  inenioire  (Comptesrendus  du  Lab.  dc  Carlh.  7,  77  (1908). 
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De  meme  que  le  terme  C^  (Lehrfeld,  J.  Tafel)  et  les  termes 
Cs  et  Cio  (Neuberg  et  Neimann),  le  produit  C^,  prepare  par 
nous  est,  lui  aussi,  tres  peu  soluble  dans  I'eau  meme  bouillante. 
Par  centre,  a  I'instar  de  C9,  decrit  par  Neuberg  et  Federer, 
C7  est  peu  soluble  dans  I'eau  froide,  il  est  vrai,  mais  assez  so- 
luble dans  I'eau  chaude,  et  de  la  solution  aqueuse  chaude  I'acide 
amine  ne  recristallise  pas  par  refroidissement,  mais  seulement  par 
precipitation   au   moyen    d'alcool. 


Dans  un  travail  public,  il  y  a  trois  ans,  sur  la  preparation 
et  les  proprietes  de  1  acide  a-amino-r^-oxyvalerique^),  nous  avons 
donne  un  compte  detaille  des  syntheses  connues  jusqu'  alors  des 
acides  oxyamines,  ainsi  que  de  I'apparition  de  pareils  composes 
parmi  les  produits  de  decomposition  des  substances  proteiques. 
Aussi  n'  y  a-t-il  lieu  que  de  dire  quelques  mots  seulement  sur 
ce  qui  depuis  lors  a  ete  accompli  dans  ce  domaine. 

C.  Neuberg  et  M.  Silbermann^)  ont  prepare  I'acide  oxy- 
aminosuccinique  en  faisant  agir  sur  I'acide  meso-diaminosucci- 
nique  la  quantite  calculee  de  nitrite  de  baryum  et  d'acide  sul- 
furique,  et  d'une  maniere  analogue  L.  Szy  dl  owski'^),  partant 
de  la  lysine,  a  prepare  un  acide  oxyaminocaproique.  En  faisant 
agir  I'ammoniaque  sur  I'acide  a/?-dibromobutyrique,  C.  Neuberg 
et  M.  Federer*)  ont,  outre  le  produit  principal:  I'acide  o^-dia- 
minobutyrique,  obtenu  des  quantites  peu  importantes  d'un  acide 
oxyamine  qui  sans  doute  est  I'acide  a-oxy-/5-aminobutyrique, 
attendu  que  son  sel  cuivrique  contient  un  atome  de  cuivre  pour 
chaque  atome  d'azote.  Enfin,  I'annee  derniere,  pendant  que  le 
present  travail  etait  en  voie  d'elaboration,  E.  Fischer  et  H. 
BlumenthaP)  ont  public  une  synthese  de  I'acide  a-amino-j'- 
oxybutyrique.  Comme  point  de  depart,  Fischer  et  Blu  men- 
thai  ont  recours  a  I'ether  de  I'acide  j'-phenoxy-ethylemalonique: 
CfiHgO.CHg  .CHo .  CH(C00C2  Hg).,,  q*^''  par  saponification  fournit 
I'acide  correspondant.  Par  bromuration  de  ce  dernier,  puis  mise  en 
liberte  de  I'acide  carbonique,  on  obtient  I'acide  abrome-j'-phen- 


^)  Comptes-rendus  du  Lab.   de  Carlsb.  6,    137  C1905). 

-')  Zeitschr.  physiol.  Chem.   44,    147  (1905). 

")  Sitzungsber.   d.  Wien  Akad. ;   mathm.  naturw.   Klasse   115  lib,   621   (1906;. 

'')  Biochem.  Zeitschr.   1,   296  (1906). 

*)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  40,   106  (1907). 


95 

oxybutyrique:  CeHgO  .  CHj  .  CHg .  C  HBr.COOH  qui,  soumis  a 
Taction  de  rammoniaque,  puis  a  une  ebullition  en  presence  du 
bromure  d'hydrogene  concentre,  donne  I'acide  a-amino-j'-oxybu- 
tyrique  ou,  plus  exactement,  sa  lactone,  sous  forme  de  sel  brom- 
hydrique. 

D'autre  part,  on  n'a  pas  trouve  pendant  ces  trois  dernieres 
annees  de  nouveaux  acides  oxyamines  parmi  les  produits  de  de- 
composition des  proteines.  II  y  a  pourtant  lieu  de  mentionner 
a  ce  propos  que,  parmi  les  produits  de  decomposition  de  la  des- 
amidoglutine  (c'est-a-dire  gelatine  traitee  par  I'acide  nitreux), 
Zd.  H.  Skraup^)  a  decouvert  un  acide  oxyaminovalerique; 
Skraup^)  considere  comme  vraisemblable  que  cet  acide  oxy- 
amine  est  forme  dun  acide  diaminovalerique  faisant  partie  de  la 
molecule  de  gelatine  et  qui  n'a  pas  encore  ete  isole  parmi  les 
produits  de  decomposition  de  la  gelatine.  I!  faut  ajouter  que 
Skraup  lui-meme  a  retracte'*)  son  indication  d'apres  laquelle, 
parmi  les  produits  de  decomposition  de  la  caseine  et  de  la  ge- 
latine, il  avait  rencontre  les  termes  C5  et  Cr  de  la  serie  des 
acides  diaminodicarboniques*).  Le  pretendu  acide  diaminoadi- 
pique  etait  constitu6  simplement  par  la  d-alanine,  tandis  que 
I'acide  diaminoglutarique  consistait  en  un  melange  de  d-alanine 
et  de  glycocolle. 

Parmi  les  produits  de  decomposition  proteiques  de  la  serie 
des  acides  oxyamino  monocarboniques,  on  n'est  done  pas  par- 
venu jusqu'  a  present  a  isoler  d'autres  termes  que  le  premier, 
c'est-a-dire  la  serine,  et  quant  aux  combinaisons  appartenant  a 
la  serie  des  acides  diaminodicarboniques,  on  n'en  a  pas  encore 
trouve  du  tout.  Eii  ce  qui  concerne  les  acides  oxyaminopoly- 
carboniques  plus  complexes  tires  des  proteines,  on  n'en  a  obtcnu 
jusqu'  ici  que  de  faibles  quantites  et,  d'ailleurs,  plusieurs  d'entre 
eux  n'ont  pu  etre  identifies  avec  certitude.  Sans  doute  il  est 
possible  que  les  acides  oxyamines  et  les  acides  aminopolycar- 
boniques  ne  fassent  point  partie  de  la  molecule  proteique,  ou 
que  du  moins  ils  ne  s'y  trouvent  qu'en  faible  proportion;  mais 
cela   ne    nous    semble    guere    probable.     En  fait,    les  acides  ox\- 

^)   Sitzun{(sber.  fl.  Wien.    Akad   ;    inathm.  nalurw.   Klassc   115   II  1>,   453.    (1906). 
■-■j   ll)id.    116,    lib,   345   (1907). 
«)  Ibid.    114,    lib,   274,  879  et  887  (1905). 

*)  Ber.  d.  deuLsch.  chcm.  (ies.  37,    1596  (1904),  Zcitschr.   physiol.   (  lu-m.   42, 
274  (1904)- 
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amines  constituent  un  pont  naturel  entre  les  produits  jusqu'  ici 
connus  de  decomposition  proteique,  les  acides  amines  ordinaires, 
d'un  cote,  et  de  I'autre,  les  produits  d'hydrolyse  des  hydrates 
de  carbone:  les  monosaccharides,  et  si,  a  une  seule  exception 
pres'),  on  n'a  pas  encore  trouve,  parmi  les  produits  de  decom- 
position proteique,  de  pareils  intermediaires  entre  les  acides 
amines  et  les  sucres,  il  faut  probablement  en  attribuer  la  cause 
a  la  difficulte  d'isolation  desdits  produits. 

La  separation  des  composes  qui,  ainsi  que  c'est  le  cas  pour 
les  acides  amines,  agissent  a  la  fois  comme  acides  et  comme 
bases,  ne  saurait  ctre  effectuee  d'une  facon  rationnelle  qu'  apres 
neutralisation  de  I'une  ou  I'autre  de  ces  fonctions.  A  I'aide  d'une 
etherification  des  acides  amines,  on  peut  supprimer  I'acidite  de 
ces  substances,  apres  quoi  le  melange  des  bases  formees  se 
laisse  separer  comme  tout  autre  melange  de  bases.  C'est  sur 
ce  principe  qu'  est  fondee  la  methode  d'etherification  bien  con- 
nue  de  E.Fischer,  d'apres  laquelle  les  ethers  volatiles  d'acides 
amines  sont  fractionnes  dans  le  vide  et  qui  a  fait  obtenir  a  E. 
Fischer  et  a  E.  Abderhalden  des  renseignements  precieux 
sur  I'apparition,  parmi  les  produits  de  decomposition  proteiques, 
des  acides  amines  les  moins  complexes,  en  particulier  des  acides 
monoamino-monocarboniques.  Cependant,  comme  I'ether  de  la 
serine  meme  se  trouve  parmi  les  fractions  bouillant  a  la  tempe- 
rature maxima,  il  est  a  presumer  que  les  termes  plus  eleves  de 
la  serie  de  la  serine,  sans  parler  des  acides  oxyamines  encore 
plus  complexes,    ne    peuvent    guere    etre  isoles  de  cette  maniere. 

Nous  avons  pense  qu'il  serait  possible  d'effectuer  un  frac- 
tionnement  de  pareils  acides  oxyamines  en  suivant  la  voie  in- 
verse, c'est-a-dire  en  neutralisant  par  benzoylation  la  fonction 
basique  des  acides  amines,  ce  qui  rendrait  possible  la  separation 
du  melange  des  produits  de  benzoylation  par  un  procede  ana- 
logue a  celui  suivi  pour  d'autres  melanges  d'acides.  Quand 
I'arginine,  la  lysine  et  I'histidine  sont  precipitees  par  I'acide 
phosphotungstique,  puis  que  les  acides  monoamines  ordinaires 
sont  etherifies  et  distilles  suivant  la  methode  de  E.  Fischer, 
il  nous  semble  qu'il  y   a   tout    lieu    d'admettre    qu'une    benzoyla- 


•)  Parmi  les  produits  de  decomposition  de  la  chondrosine,  A.  Orgler  et  C. 
Neuberg  (Zeitschr.  physiol.  Chem.  37,  418  (1903))  ont  decouvert  I'acide 
tetraoxyaminocaproique . 
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tion  du  residu  pourra  fournir  des  renseignements  precieux  sur 
la  nature  et  la  proportion  des  acides  amines  encore  presents. 
Nous  avons  deja  commence  dans  notre  laboratoire  des  essais 
dans  ce  sens. 

Pour  des  essais  de  benzoylation  de  la  nature  de  ceux  que 
nous  venons  d'exposer,  il  importe  cependant  d'etre  tant  soit  peu 
fixe  d'avance  sur  la  fa^on  dont  les  dififerents  acides  amines  s'y 
comporteront.  Pour  nous  en  rendre  compte,  nous  avons  soumis  a 
un  examen  approfondi,  d'une  part,  comment  se  comportent  les 
divers  acides  en  question  (serine,  acide  a-amino-7-oxybutyrique, 
acide  a-amino-(3-oxyvalerique,  acides  diaminoadipique  et  diamino- 
pimelique)  durant  des  benzoylations  operees  de  manieres  varices 
et,  d'autre  part,  les  dififerentes  proprietes  des  produits  ainsi  ob- 
tenus.  Tous  ces  essais  de  benzoylation  seront  decrits  en  detail 
vers  la  fin  de  la  partie  experimentale;  qu'il  suffise  de  relater  ici 
le   resultat  principal  de  ces  recherches. 

Par  benzoylation  en  milieu  fianchement  alcalin  (c"est-a-dire 
dont  I'alcalinite  pendant  tout  le  cours  de  la  benzoylation  est  au 
moins  demi-normale)  ce  ne  sont  que  les  groupes  amines  qui 
sont  attaques,  de  sorte  que  les  acides  oxyamines  dont  on  s'est 
servi  donnent  alors  les  derives  monobenzoyles  assez  solubles. 
Par  contre,  effectuee  en  liqueur  presque  neutre,  la  benzoylation 
atteindra  en  meme  temps,  pour  la  majeure  partie  de  I'acide,  le 
groupe  oxhydrile,  et  il  en  resultera  les  corps  dibenzoyles  a  peu 
pres  insolubles.  La  benzoylation  desdits  acides  peut  aussi  s'ef- 
fectuer  en  deux  phases,  de  fagon  que  les  derives  monobenzoyles 
engendres  en  milieu  fianchement  alcalin,  par  une  benzoylation 
subsequente  en  liqueur  presque  neutre  donnent  maissance  aux 
corps  dibenzoyles. 

Lorsqu'on  chaufi'e  les  derives  dibenzoyles  des  acides  oxy- 
amines en  presence  d'une  lessive  de  sonde  tres  etendue  (les 
essais  demontrent  qu'une  lessive  norm,  au  V20  est  d'une  concen- 
tration convenable),  on  ne  fait  liberer  que  le  benzoyle  lie  a  la 
fonction  alcool,  et  apres  cette  scission  les  derives  monobenzoyles 
peuvent  etre  isoles  avec  un  rendement  presque  theorique. 

Les  acides  diaminodicarboniques  se  benzoylent  completement 
et  sans  difficulte  tant  en  liqueur  fianchement  alcaline  qu'en 
milieu  presque  neutre,  avec  fiirmation  des  corps  dibenzoyles 
presque  insolubles  dans  I'eau.  Chaufies  en  presence  dune  les- 
sive   de    sonde    norm,    au    V20,    ce^    derniers    produits,    aussi    bien 
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que  ceux  de  benzoylation    des  acides  amines  ordinaires,   par  ex. 
I'acide  hippurique,  se  decomposent  peu  ou  point. 

On  voit  aisement  comment  on  peut  tirer  parti  de  ces  resul- 
tats  deja  quand  il  s'agit  de  separer  les  derives  benzoyles  des 
acides  oxyamines  d'avec  ceux  des  acides  amines. 

Partie  experimentale 

A.    Acides  an ■^-diafninoadipique  ct  a-amino-y-oxybutyi-iquc 
I.    Ether  e  thylene-d  i -phtal  im  idomalonique 

Dans  un  ballon  de  '  i  1.,  muni  d'un  refrigerant  ascendant 
dont  la  partie  superieure  etait  surmonte  d'un  tube  en  U  rempli 
de  chlorure  de  calcium,  on  traita  pendant  4  fois  12  heures 
V2  mol.-gr.  d'ether  phtalimidosodomalonique^)  par  250  gr.  de  bro- 
mure  d'ethylene  au  bain  d'huile  a  une  temperature  de  150°  a 
170^.  Apres  la  premiere  chauffe  de  12  heures,  la  matiere  avait 
commence  a  s'amoUir,  mais  on  ne  pouvait  encore  la  detacher 
des  parois  du  ballon,  meme  en  secouant  celui-ci;  apres  la  deux- 
ieme  chauffe,  le  tout  formait  une  bouillie  assez  consistante;  mais 
ce  n'est  qu'  apres  48  heures  de  chauffage  que  tout  I'ether  phta- 
limidosodomalonique  eut  disparu,  et  qu'une  prise  d'essai  eut  une 
reaction  neutre  sur  du  papier  de  tournesol  mouille.  On  distilla 
a  la  vapeur  d'eau  I'exces  de  bromure  d'ethylene^),  et  apres  re- 
froidissement  on  decanta  I'eau  aussi  completement  que  possible  du 
produit  de  reaction,  qui  formait  une  huile  epaisse.  On  chauffa 
celle-ci  au  bain-marie  en  I'agitant  avec  V*  1-  d'ether,  ce  qui  fit 
tomber  une  partie  de  I'huile  sous  forme  cristalline  (A),  tandis 
qu'une  autre  partie  entra  en  dissolution  etheree  (B).  Apres  avoir 
laisse  reposer  deux  jours  environ  dans  une  glaciere,  on  essora  a 
la  trompe  et  lava  le  precipite  tres  soigneusement  a  I'ether. 

Apres  I'essorage,  le  rendement  de  deux  operations,  c'est-a- 
dirc  d'une  molecule-gramme  d'ether  phtalimidomalonique,  pesait 
225  gr.  Par  ebullition  au  bain-marie  en  presence  de  V2 1-  d'alcool 
absolu,    on   elimina   le    dernier    reste    d'impuretes   huileuses;    une 
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^)  Comptes-rendus  du  Lab.  de  Carlsb.  6,  lo  figoa)  et  Zeitschr.  physiol.  Chem. 
44,  454  (1905). 

*)  De  deux  portions,  dont  la  preparation  avait  demande  en  tout  500  gr.  de 
bromure  d'ethylene,  on  r6cupera  371  gr.,  dont  343  gr.  passerent  entre  129" 
et  131°;  en  fractionnant  le  produit  de  tele,  quelques  grammes  passerent  au- 
dessous  de  60";  cette  fraction  etait  probablement  constituee  en  majeure 
partie  par  du  bromure  d'ethyle. 
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partie  seulement  du  precipite  entra  en  dissolution,  et  se  deposa 
de  nouveau,  bien  que  pas  entierement,  par  refroidissement  et 
repos  jusqu'  au  lendemain.  Apres  filtration  et  lavage  a  I'alcool, 
puis  dessiccation  a  I'air,  le  precipite  accusait  un  poids  de  190  gr. 
De  la  solution  alcoolique  on  distilla  I'alcool,  et  de  la  solution 
etheree  cidessus  nommee  (B)  on  distilla  I'ether;  les  produits  huileux 
restants  furent  mis  en  oeuvre  ensemble  (v.  p.  no). 

Le  precipite  obtenu  ainsi  et  qui  etait  constitue  par  un  me- 
lange d'ether  ethylene-di-phtalimidomalonique  et  d'ether- lac- 
tone ^-oxethyle-phtalimidomalonique,  fut  traite,  en  agitant  a 
plusieurs  reprises,  par  1200  cc.  de  lessive  de  soude  norm.,  et 
apres  environ  une  heure  d'action  a  la  temperature  ordinaire,  on 
chauffa  pendant  une  demi-heure  au  bain  d'eau  bouillante^).  Ces 
operations  firent  entrer  en  dissolution  I'ether-lactone,  et  le  pre- 
cipite essore  apres  refroidissement,  puis  lave  a  I'eau,  etait  de 
I'ether  ethylene-di-phtalimidomalonique  presque  pur.  Desseche 
a  I'air,   il  pesait  81  gr.   (25  °/o  du  poids  calcule). 

La  solution  alcaline  ainsi  ol)tenue  d'ether-lactone  servit  a  la 
preparation  de  I'acide  a-amino-y-oxybutyrique  (v.  p.  107). 

A  I'etat  brut,  le  compose  ethylenique  etait  d'une  couleur 
legerement  jaunatre  et  accusait  neanmoins  le  point  de  fusion  de 
la  substance  pure:  209°^).  Repris  dans  looo -f  500  +  100 -f-  100  cc. 
de  benzene  chaud,  il  se  deposa  a  la  suite  d'un  refroidissement 
rapide-^),  a  I'etat  de  cristaux  effiles  prismatiques,  souvent  obli- 
quement  tronques  qui,  essores  a  la  trompe  et  laves  avec  2  X  50  cc. 
de  benzene,  presentaient  une  couleur  d'un  blanc  pur.  Rendcment 
apres  dessiccation  a  Fair:  76  gr. 

Dans  un  dosage  d'apres  Kjeldahl,  oS'',2797  ont  donne  une 
quantite  d'ammoniaque  correspondant  a   i2'"8^i7   d'azote  (4,35%). 

Par  combustion,  Qg"',  1956  ont  donne  o?'',4320  d'acide  carbonique 
(60,23  %  de  carbone)  et  O'Sogos   d'eau  (5,18  "/o  d'hydrogene). 


^)  II  convient  de  ne  commencer  la  chaufTe  au  bain-marie  que  lorsque  la  piu.s 
grande  partie  de  la  soude  aura  eie  consomm^e  par  la  lactone  (la  quantit6 
de  lactone  presentc  dans  I'essai  dont  il  s'agit  ici,  dcniande  en  lout  un  jieu 
plus  de  I  1.  de  sf)lution  norm,  d'hydroxyde  de  sodium);  car  chaulT6  en 
presence  d'une  solution  norm,  d'hydroxyde  de  sodium,  I'ctlier  ethylene-di 
phtalimidomalonique  subit  une  saponilicalion  sensible. 

^)  A  moins  d'indication  conlrairc,  Ics  points  dc  fusion  ont  etc  determines  sur 
le   «bloc  Maquennc". 

*)  Un  refroidissement  lent  laissc  dcposcr  le  i)roduit  a  I'ctal  dc  cristnu\  courts 
el  cpaix,  rcnfcrmant  en  peu  de  benzene,  qui  no  disparatt  pas  tout  a  fnit, 
m^me  aprfes  un  abandon  prolongc  a  I'air. 
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Calcule 

Trouve 

C32 

384,00 

60,35 

60,23 

H32 

32,26 

5,07 

5,18 

N. 

28,08 

4,41 

4,35 

O12 

192,00 

30,17 

636,34    100,00 

L'ether  ethylene-di-phtalimidomalonique  fond  a  209^  ou  210°. 
II  est  insoluble  dans  I'eau,  l'ether  et  la  ligroine,  peu  soluble 
dans  I'alcool  absolu  bouillant  et  tres  peu  soluble  dans  I'alcool 
absolu  froid;  il  est  assez  soluble  dans  le  benzene  chaud,  peu 
soluble  dans  le  benzene  froid;  dans  le  chloroforme  il  est  tr^s 
soluble.  A  la  temperature  ordinaire,  une  solution  meme  2-norm. 
d'hydroxyde  de  sodium  n'a  presque  pas  d'action  sur  cet  ether, 
tandis  qu'a  chaud  une  solution  norm,  a  V2  de  ce  meme  hydrox- 
yde  lui  fait  subir  une  decomposition  sensible;  pour  une  saponi- 
fication facile  et  rapide,  toutefois,  il  faut  des  solutions  tres  con- 
centrees    (une  partie  d'hydroxyde  sodique  +  deux  parties  d'eau). 


2.    Acide  ethylene-di-phtalamiquemalonique 

Dans  un  grand  matras  on  fit  impregner  d'alcool  76  gr.  d'ether 
ethylene-di-phtalimidomalonique,  et  puis  on  y  ajouta  une  solu- 
tion, a  une  temperature  de  60°  a  JO^,  de  60  gr.  d'hydroxyde  de 
sodium  (le  double  de  la  dose  calculee)  dans  120  cc.  d'eau.  La 
reaction  se  manifesta  aussitot,  et  au  bout  de  5  a  10  minutes  le 
tout  formait  une  solution  presque  limpide,  qu'on  chauffa  une 
heure  encore  au  bain-marie  bouillant,  afin  de  parfaire  la  sapo- 
nification. Apres  refroidissement,  on  neutralisa,  en  ajoutant 
120  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -norm.,  la  plus  grande  partie  de 
I'excedant  de  sonde,  apres  quoi  on  separa  par  filtration  un  peu  de 
depot  floconneux.  La  liqueur  fut  soigneusement  refroidie  a  la 
glace,  puis  on  y  versa  lentement  250  cc.  d'acide  chlorhydrique 
concentre  bien  refroidi,  ce  qui  fit  tomber  I'acide  ethylene-di- 
phtalamiquemalonique  a  I'etat  d'epais  et  courts  cristaux,  qui 
ressemblaient  plutot  a  des  corps  rectangulaires  courts  aux  coins 
arrondis.  Apres  avoir  laisse  deux  jours  en  repos  dans  la  gla- 
ciere,  on  filtra  a  la  trompe  et  lava  le  precipite  a  I'eau  glacee 
pour  le  debarrasser  de  son  chlore. 
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Rendement  apres  dessiccation  a  I'air:  65  gr.  (91,3  Vo  de  la 
quantite  calculee  pour  un  acide  contenant  2  HoO). 

Apr^s  un  sejour  de  48  heures  dans  le  vide  sulfurique,  le  poids 
etait  devenu  constant,  et  pendant  ce  laps  de  temps  18^1645  avait 
c^de  oS'',o7o5   d'eau  (6,05  Vo  d'eau  dans  I'acide  hydrate). 

Dans  un  dosage  d'apr^s  Kjeldahl,  0^^,2257  a  donne  une  quan- 
tite d'ammoniaque  correspondant  a  io™sr^65  d'azote  (4,72  Vo  d'azote 
dans  I'acide  hydrate,   5,02  %  d'azote  dans  I'acide  anhydre). 

02^3524  d'acide  deshydrate  a  donne  os%6657  d'acide  carbonique 
et  Qg^iiss  d'eau  (51,52  Vo  de  carbone  et  3,67  %  d'hydrog^ne 
dans  I'acide  anhydre). 


Calcule 

Trouve 

^24 

288,00 

51,41 

51,52 

Hoo 

20,16 

3,60 

3,67 

N, 

28,08 

5,01 

5,02 

Oi4 

224,00 

39,98 

560,24 

100,00 

2  Ho  0 

36,03 

6,04 

6,05 

596.27 

Prepare  de  cette  maniere,  I'acide  renferme  done  deux  mole- 
cules d'eau  de  cristallisation.  Si,  par  contre,  la  precipitation 
s'opere  a  la  temperature  ordinaire,  on  obtient  un  rendement 
moindre,-  et  I'acide  contient  moins  de  2  molecules  d'eau.  Si 
I'acide  se  precipite  dans  une  liqueur  encore  plus  chaude,  une 
partie  se  decompose  avec  degagement  d'acide  carbonique,  et  le 
reste  se  depose  a  I'etat  anhydre,  mais  du  reste  parfaitement  pur. 

Le  point  de  fusion  de  I'acide  ethylene-di-phtalamiquemalo- 
nique  est  assez  variable;  a  la  temperature  de  240^,  il  fond  in- 
stantanement  avec  degagement  d'acide  carbonique,  mais  deja  a 
210**  il  fond,  ou  plutot  se  decompose,  en  tres  peu  de  temps. 
Cet  acide  est  insoluble  dans  les  dissolvants  neutres  habituels; 
son  sel  de  sodium  est  tres  soluble,  le  sel  de  baryum  peu  ou 
pas  soluble  dans  I'eau. 

Quant  a  la  maniere  dont  I'acide  se  comporte  quand  on  le 
chauffe  en  presence  d'eau  ou  d'acides  min^raux  dilues,  nous  en 
parlerons  au  chapitre  suivant. 

3 .    Acide  a  a  1  -  d  i  a  m  i  n  o  a  d  i  p  i  <  J  u  e 

Quand  on  fait  dissoudre,  de  la  maniere  que  nous  vtMions  do 
d6crire,     I'^ther    ^thylene-di-phtalimitlomalonique     dans    une    so- 
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lution  concentree  d'hydroxyde  de  sodium  et  qu'on  etend  la  so- 
lution ainsi  obtenue  avec  une  abondante  quantite  d'eau,  on  peut 
acidifier  la  liqueur  au  moyen  d'acide  chlorhydrique  sans  que 
I'acide  ethylene-diphtalamiquemalonique  se  depose;  mais  si, 
afin  d'en  separer  de  la  maniere  habituelle  I'acide  carbonique  et 
I'acide  phtalique,  on  essaye  de  chauffer  la  liqueur  assez  forte- 
ment  acidifiee,  on  verra  I'acide  phtalamiquemalonique  anhydre 
se  deposer  avec  un  rendement  environ  a  moitie  aussi  grand  que 
le  rendement  calcule,  et  il  ne  rentre  pas  en  dissolution,  meme 
apres  plusieurs  heures  de  chauffage  au  bain-marie.  Meme  en 
presence  d'acide  chlorhydrique,  le  chauffage  au  bain  d'eau  n'est 
pas  capable  de  faire  entrer  en  dissolution  I'acide  ethylene-di- 
phtalamiquemalonique,  que  I'acide  chlorhydrique  soit  5 -norm, 
ou  norm,  au   Vs  ou  d'une  concentration  intermediaire. 

En  revanche,  un  chauffage  en  presence  d'une  abondante 
quantite  d'eau,  fait  dissoudre  ledit  acide  maloniquephtalamique; 
mais  le  degagement  d'acide  carbonique  n'est  fini  qu'  apres  une 
a  deux  heures  de  chauffe.  En  meme  temps  qu'il  se  degage  de 
I'acide  carbonique,  il  se  produit  des  decompositions  plus  pro- 
fondes;  car  il  se  separe  une  petite  quantite  d'acide  diaminoadi- 
pique,  et  la  solution  prend  une  couleur  jaune  ou  feuille-morte. 
Si  on  cherche  maintenant  a  parfaire  la  decomposition  par  eva- 
poration au  bain-marie  en  presence  d'acide  chlorhydrique  ou 
dune  quantite  convenable  d'acide  sulfurique,  on  parvient  sans 
difficulte  a  isoler,  a  tres  peu  de  chose  pres,  la  quantite  theorique 
d'acide  phtalique;  mais  I'eau-mere  acide  est  de  couleur  presque 
noire,  et  on  ne  peut  en  obtenir  qu'un  peu  plus  de  la  moitie  de 
la  quantite  calculee  d'acide  diaminoadipique.  II  parait  done  etre 
hors  de  doute  que  ces  decompositions  s'accompagnent  de  reac- 
tions secondaires,  ce  qui  est  egalement  accuse  par  ce  fait  qu' 
environ  20  %  de  la  quantite  totale  de  I'azote  se  retrouvent  apres 
la  decomposition  sous  forme  d'ammoniaque.  Ces  reactions  ac- 
cessoires  se  produisent  au  cours  de  la  decomposition  de  I'acide 
di-phtalamiquemalonique;  car  une  fois  les  acides  carbonique  et 
phtalique  elimines,  I'acide  diaminoadipique  forme  se  laisse  eva- 
porer  avec  de  I'acide  chlorhydrique  (au  reste,  avec  des  bases 
aussi),  et  cela,  —  des  essais  de  controle  directs  nous  I'ont 
montre,  —  sans  decomposition  constatable.  Cependant.  comme 
nous  I'avons  vu  au  debut  (v.  p.  88),  il  est  possible  d'eviter  ces 
reactions  secondaires    en    divisant  en    deux  phases  la  scission  de 
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I'acide    ethylene-di-phtalamiquemalonique.      En    consequence,    on 
proceda  comma  suit  pour  preparer  Tacide  diaminoadipique: 

Dans  une  capsule  on  abandonna  59§',6  d'acide  ethylene-di- 
phtalamiquemalonique  a  2  H2O  (^/lo  molecule-gramme),  pendant 
24  heures,  a  la  temperature  de  105^  et  a  la  pression  de  40  mm. 
Comme  la  diminution  du  poids  etait  de  20^^,5  et  que  la  dimi- 
nution de  poids  calculee  pour  la  perte  d'eau  de  cristallisation 
et  d'acide  carbonique  ne  s'eleve  qu'a  12^^,4,  il  s'ensuit  qu'une 
separation  ulterieure  d'un  peu  d'acide  phtalique  doit  avoir  eu 
lieu.  Aussi  a-t-on  observe  que  I'etuve  etait  garnie  a  I'interieur 
de  cristaux  longs  et  blancs,  vraisemblablement  d'anhydride  d'acide 
phtalique.  La  poudre  contenue  dans  la  capsule  et  qui  avait 
pris  une  couleur  jaune,  fut  chauffee  pendant  une  heure  au  bain- 
marie  en  presence  de  2  1.  d'une  solution  norm,  au  Vio  de  ba- 
ryte,  puis  additionnee  de  lOO  cc.  d'acide  chlorhydrique  concen- 
tre^) et  evaporee  au  bain-marie  jusqu'  a  un  petit  volume.  Apres 
addition  de  ^/2  1.  d'acide  chlorhydrique  a  33  %,  la  matiere,  le- 
gerement  chauffee,  fut  bien  trituree  et  ensuite  refroidie  a  I'eau 
glacee.  On  filtra  a  la  trompe  les  chlorure  de  baryum  et  acide 
phtalique  deposes,  puis  lava  quatre  fois  a  I'acide  chlorh}'drique 
glace  a  33  %;  leur  teneur  totale  en  azote  etait  alors  35  de  mgr.  ^). 


^)  On  ne  peut  commencer  par  I'evaporation  avec  I'acide  chlorhydrique,  parce 
que  sans  traitemenl  prealable  par  une  solution  de  baryte  le  corps  n'entre  pas 
en  dissolution  par  evaporation  avec  de  I'acide  chlorhydriiiue.  Cela  tient 
probablement  a  ce  que  la  dessiccation  de  I'acide  phtalainiquemalonique  au- 
rait  donne  naissance  a  des  corps  anhydres  (peut-etre  avec  separation  d'un 
groupe  d'acide  phtalique)  qu'il  faut  d'abord  hydrater  avant  ([u'ils  puissent 
se  dissoudre  dans  I'acide  chlorhydrique. 

*)  Si  le  melange  de  chlorure  de  baryum  et  d'acide  phtalicpie  contient  de  jilus 
grandes  quantites  d'azote,  cela  peut  tenir  ii  ce  (pi'un  peu  de  I'acide  diami- 
noadipique se  serait  precipiie  a  I'etat  de  chlorhydrate  jieu  soluble  dans 
I'acide  chlorhydrique  concentr6  (v.  p.  105).  En  ce  cas,  on  n'a  qu'a  trailer 
le  melange  deux  ou  trois  fois  a  I'eau  froide,  puis  precipiter  la  solution 
ainsi  obienue  au  moyen  d'un  volume  egal  d'acide  chlorhydrique  concentre 
et,  enfin,  apres  refroidissement  a  la  glace,  enlever  par  filtration  le  chlorure 
de  baryum  precipite ;  la  liepicur  filtree,  qui  renferme  I'acide  diaminoadipique, 
peut  alors  etrc   melangce  a   la   solution   principale. 

Cejiendant,  la  teneur  en  azote  du  melange  ])eut  aussi  tenir  a  ce  tiue 
le  traitement  ci-dessus  mentionnc,  par  une  solution  de  baryte,  de  la  poudre 
jaune  desscchee,  aurail  ete  incomplet,  el  dans  ce  cas  il  n'y  a  pas  d'autre 
moyen  ([ue  de  dissoudre  la  matitjre  entiire  dans  un  exces  de  solution  do 
baryte,  puis  chauffer  et  evaporer  de  nouveau  avec  de  I'acide  chlorhydrique, 
el  ainsi  de  suite,  comme  nous  I'avons  dccril  plus  haul. 
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A-pres  avoir  evapore  a  environ  V^  1.  la  solution  chlorhydrique 
obtenue,  la  reste  de  I'acide  phtalique  fut  extrait  a  I'ether. 

Un  dosage  de  I'azote  montra  que  la  solution  renfermait  mainte- 
nant  2760  mgr.  d'azote,  dont  seulement  80  mgr.  sous  forme  d'am- 
moniaque. 

On  evapora  la  solution,  autant  que  possible,  jusqu'  a  siccite 
au  bain-marie,  puis  reprit  le  residu  dans  50  cc.  d'eau  chaude. 
Apres  filtration  d'un  peu  de  matiere  non  dissoute,  puis  lavage 
avec  50  cc.  d'eau,  on  neutralisa  au  moyen  d'ammoniaque,  et 
alors  I'acide  diaminoadipique  commen^a  a  se  deposer  a  I'etat  de 
cristaux  prismatiques  aplatis,  souvent  se  terrninant  en  pignon 
aux  deux  bouts.  Apres  repos  jusqu'au  lendemain,  on  essora 
le  depot  et  le  lava  a  refus  a  I'eau  froide,  afin  de  le  debarrasser 
du  chlore;  finalement  on  lava  deux  fois  a  I'alcool  absolu. 

Rendement  en  acide  diaminoadipique  brut  desseche  a  I'air: 
16  gr. 

Par  evaporation  de  I'eau-mere  jusqu'a  un  petit  volume,  re- 
pos jusqu'au  lendemain,  essorage  et  lavage  a  I'eau,  qui  fit  dis- 
soudre  le  chlorure  d'ammonium  qui  s'etait  depose,  on  ne  put 
obtenir  que  o?'^,2  d'acide  diaminoadipique. 

Le  rendement  en  acide  diaminoadipique  brut  (i6?'^,2)  repre- 
sente  environ  92*^/0  du  rendement  theorique  {iys',6).  Mais  I'acide 
n'etait  pas  tout  a  fait  pur:  il  renfermait  de  petites  proportions 
d'acide  chlorhydrique  et  d'ammoniaque.  Un  lavage  a  I'eau  froide 
resta  sans  effet,  et  meme  apres  huit  ebullitions,  chaque  fois  avec 
125  cc.  d'eau  (ce  qui  fit  entrer  en  dissolution  0''',2,  en  tout,  d'a- 
cide diaminoadipique),  on  n'etait  pas  encore  parvenu  a  enlever 
a  I'acide  tout  son  chlore:  on  n'y  arriva  que  par  ebullition  en 
presence  d'eau  ammoniacale. 

15  gr.  d'acide  diaminoadipique  brut  (provenant  d'un  autre 
essai),  lave  seulernent  a  I'eau  froide,  furent  chaufles  dix  fois  au 
bain-marie,  chaque  fois  pendant  environ  dix  minutes,  avec  125  cc. 
d'eau  chaude  +  5  cc.  d'eau  ammoniacale  5 -norm.  Le  cinquieme 
extrait  accusait  encore  une  reaction  bien  prononcee  de  chlore, 
le  huitieme  une  reaction  presque  imperceptible.  Finalement,  on 
lava  I'acide  deux  fois  a  I'eau  bouillante,  puis  a  I'alcool  absolu. 
Apres  dessiccation  a  I'air,  I'acide  diaminoadipique  ainsi  traite, 
maintenant  parfaitement  pur,  pesait  7  gr. ;  mais,  abandonnees 
jusqu'au  lendemain,  les  solutions  ammoniacales  firent  tomber 
de  gros  cristaux   d'acide   diaminoadipique,    qu'on    put   facilement 
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priver  de  chlore  et  autres  impuretes  par  des  lavages  a  I'eau 
froide,  et  qui,  desseche  a  I'air,  pesait  4^S3.  Enfin,  des  eaux- 
meres  evaporees  a  un  petit  volume,  on  put  retirer  encore  22^,5 
d'acide  diaminoadipique  presque  pur,  en  les  laissant  en  repos 
pendant  quelques  jours.  Par  dessiccation  dans  le  vide  sulfurique, 
I'acide  amine  pur  et  desseche  a  I'air  ne  perdit  rien. 

Dans  un  dosage  d'apr^s  Kjeldahl,  o^'^,i26g  a  donne  une  quati- 
tite  d'ammoniaque  correspondant  k  2o'"s^i5  d'azote  (15,88  Vo  d'azote). 

o5'^,238o  a  donne  o?'^,3568  d'acide  carbonique  et  osSi485  d'eau 
(40,89  Vo  de  carbone  et  6,98  %  d'hydrog^ne). 

Calcule  Trouve 

Cfi       72,00        40,87        40,89 


H12 

12,10 

6,87 

6,98 

N. 

28.08 

15,94 

15,88 

O4 

64,00 

36,32 

176,18       100,00 

L'acide  diaminoadipique  n'a  pas  un  godt  doux.  II  ne  fond 
pas  a  275°,  mais  maintenu  a  cette  temperature  pendant  quelque 
temps,  il  noircit  petit  a  petit. 

Cet  acide  est  presque  insoluble  dans  les  dissolvants  neutres 
usuels.  II  est  peu  soluble  dans  les  acides  sulfurique  et  chlor- 
hydrique  tres  etendus,  voire  meme  dans  un  abondant  exces  de 
solutions  normales  de  ces  acides,  tandis  qu'il  est  tres  soluble 
dans  l'acide  sulfurique  5 -norm,  et  particulierement  dans  l'acide 
chlorhydrique  5 -norm.  Dans  l'acide  chlorhydrique  de  concentra- 
tion encore  plus  forte  l'acide  diaminoadipique  se  dissout  plus 
difficilement,  parce  que  son  chlorhydrate  y  est  peu  soluble;  a  la 
temperature  ordinaire  il  pent  pourtant  se  dissoudre,  bien  que 
lentement,  dans  l'acide  chlorhydriqe  a  33  Vo;  mais  l'acide  chlor- 
hydrique concentre  ne  le  dissout  qu'a  une  temperature  plus 
elevee,  et  un  refroidissement  subsequent  fait  precipiter  le  chlor- 
hydrate a  I'etat  de  cristaux.  Dans  I'alcool  satur6  de  chlorure 
d'hydrogene  sec  l'acide  diaminoadipique  ne  se  dissout  pas,  ni 
a  la  temperature  ordinaire,  ni  par  chaufifage. 

Dans  I'eau  ammoniacale  l'acide  diaminoadipique  est  tres  peu 
soluble,  tandis  qu'il  se  dissout  facilement  dans  uiu'  lessive  de 
sonde. 

Quant  au  sel  cuivrique,  qu'on  obtient  en  precipitant  le  sel 
sodique  au  moyen  du  sulfate  cuivrique,  il  est  insoluble. 
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Dans  une  solution  chlorhydrique  assez  forte  d'acide  diami- 
noadipique  (2  a  3  mgr.  d'azote  par  centimetre  cube),  une  solu- 
tion norniale  d'acide  phosphotungstique  provoqua  aussitot  un 
precipite,  tandis  que,  quand  I'acide  amine  etait  en  solution  moins 
concentree  (^/2  a  i  mgr.  d'azote  par  centimetre  cube),  le  depot 
n'apparaissait  qu'apres  quelque  temps,  et  non  sans  qu'on  frottat 
les  parois  du  vase ;  des  solutions  encore  plus  faibles  n'etaient  pas 
du  tout  precipitees  par  i'acide  phosphotungstique.  Le  depot, 
qui  etait  grenu  et  cristallin,  apparaissait  sous  le  microscope  en 
courts  cristaux  epais,  polyedriques,  entremeles  de  quelques  cris- 
taux  prismatiques  et  de  quelques  autres  qui  ressemblaient  a 
des  octaedres.  II  se  dissolvait  assez  facilement  dans  I'eau  bouil- 
lante  et  se  reprecipitait  par  refroidissement  (surtout  quand  on  y 
ajoutait  un  pen  d'acide  phosphotungstique)  sous  la  forme  de 
prismes  allonges,  obliquement  tronques.  Le  precipite  se  dissol- 
vait, bien  qu'avec  lenteur,  dans  un  abondant  exces  d'acide  phos- 
photungstique. 

L'acide  dibenzoyle  diaminoadipique  sera  mentionne  plus 
loin  (v.  p.  136). 

4.    L'ether-lactone  yS-oxethyle-phtalimidomalonique 

Comme  nous  I'avons  vu  a  la  p.  99,  le  traitement  que  nous 
y  avons  decrit  de  I'ether  phtalimidosodomalonique  par  le  bro- 
mure  d'ethylene,  conduit  a  un  melange  d'ether  ethylene-di-phta- 
limidomalonique  et  d'ether- lactone  /3-oxethyle-phtalimidomalo- 
nique.  De  ce  melange,  on  peut  obtenir  l'ether-lactone  presque 
a  I'etat  pur  par  extraction  a  I'alcool  absolu  bouillant,  puis  refroi- 
dissement de  I'extrait  alcoolique  et,  enfin,  de  nouvelles  cristalli- 
sations,  dans  I'alcool,  du  depot  cristallin  ainsi  obtenu. 

Dans  un  dosage  d'apr^s  Kjeldahl,  oS'',2329  a  donne  une  quan- 
tite  d'ammoniacjue  correspondant  a   io'"^"jo  d'azote  (4,59  Vo  d'azote). 

0^^,1237  a  donne  0^,2687  d'acide  carbonique  et  0^^0464  d'eau 
(59,24  ^/o  de  carbone  et  4,20  %  d'hydrog^ne). 

Calcule       Trouve 

Cij,  180,00  59,38  59,24 

Hi3  13,10  4,32  4,20 

N  14,04  4,63  4,59 

Oe  96,00  31,67 

303,14      100,00 
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La  lactone  cristallisait  dans  I'alcool  sous  la  forme  de  prismes 
aplatis  et  se  terminant  en  pignon,  fusibles  vers  132*^.  Le  com- 
pose est  tres  soluble  dans  le  chloroforme,  I'alcool  chaud  et  le 
benzene  chaud;  il  est  peu  soluble  dans  les  alcool  et  benzene 
froids,  tres  peu  soluble  dans  I'ether  et  la  ligroine. 

Traitee  a  la  temperature  ordinaire  par  une  solution  2-norm. 
de  sonde,  la  lactone  ne  tarda  pas  a  se  dissoudre;  elle  exigeait 
2  equivalents  d'hydroxyde  sodique  pour  chaque  atome  d'azote. 
II  est,  par  consequent,  fort  probable  que,  outre  Touverture  de  la 
liaison  lactonique,  il  se  produit  au  cours  de  cette  reaction  une 
saponification  du  groupe  ether-sel  et  que,  au  contraire,  le  groupe 
phtalimide  n'est  attaque  par  des  bases  qu'apres  un  temps  assez 
long  ou  par  chauftage.  Meme  des  lessives  de  sonde  beaucoup 
moins  fortes  etaient  capables  de  faire  entrer  en  dissolution 
I'ether-lactone,  surtout,  naturellement,  quand  on  chauffait;  on 
constatait  cependant  qu'il  restait  toujours  a  I'etat  indissous  un 
peu  d'ether  ethylene-di-phtalimidomalonique,  meme  quand  on 
employait  un  ether-lactone  ayant  subi  une  serie  de  cristallisa- 
tions.  En  raison  de  la  conformite  de  la  composition  elementaire 
des  deux  corps,  cette  impurete  insignifiante  ne  s'aper<;oit  pas 
dans  I'analyse  de  I'ether-lactone. 

5.    Acide  a-amino-7-oxybutyrique 

a.  Preparation  de  la  lactone  de  I'acide  benzoyle- 
a-amino-)/-oxybutyrique  a  partir  de  la  solution  alca- 
line  obtenue  dans  la  preparation  de  I'ether  ethylene- 
di-phtalimidomalonique.  La  solution  sodique  mentionnee 
plus  haut  (v.  p.  99),  qui  accusait  une  teneur  totale  de  4900  mgr. 
en  azote,  fut  evaporee  au  bain-marie  en  presence  de  SCK)  cc. 
d'acide  chlorhydrique  concentre  jusqu'a  ce  qu'elle  eut  laisse 
tomber  une  abondante  quantite  de  sel  marin  et  d'acide  phtalique. 
Ensuite  on  ajouta  un  demi-litre  d'acide  chlorhydrique  concentre 
et,  apres  avoir  bien  delaye,  on  refroidit  a  la  glace,  apr^s  quoi 
on  separa  le  depot  a  la  trompe  et  le  lava  avec  un  litre,  en  tout, 
d'acide  chlorhydrique  glace  a  33  °/o^). 

Le  melange  ainsi  obtenu  de  sel  marin  et  d'acide  phtalique  ne 
renfermait  que  tjuelques  milligrammes  d'azote. 

Apres    evaporation    au    bain-marie  jusqu'a    un    petit    volume, 

')  Comptes-rendus  du  I^aboratoire  dc  Carlsbery  6,   25  (1902). 


lo8 

les  solutions  chlorhydriques  furent  additionnees  d'un  peu  d'eau, 
puis  debarrassees  de  I'acide  phtalique  au  moyen  d'ether,  apres 
quoi  on  les  evapora  au  bain-marie,  autant  que  possible  jusqu'a 
siccite.  On  reprit  dans  un  peu  d'eau  le  residu,  qui  etait  consti- 
tue  en  majeure  partie  par  le  chlorhydrate  de  la  lactone  de 
I'acide  a-amino-/-oxybutyrique  et,  apres  avoir  neutralise 
la  solution  au  moyen  d'une  lessive  de  soude,  on  soumit  a  une 
benzoylation  en  liqueur  franchement  alcaline  (v.  p.  1231,  en  em- 
ployant  une  dose  de  chlorure  de  benzoyle  quatre  fois  plus  grande 
que  celie  calculee  d'apres  la  teneur  en  azote.  D'abord  on  ajouta 
175  cc.  dune  solution  5-norm.  d'hydroxyde  de  sodium,  ce  qui 
fit  neutraliser  I'acide  chlorh^'drique  present  et  en  meme  temps 
ouvrit  la  liaison  lactonique  en  donnant  naissance  au  sel  sodique 
de  I'acide  amino  oxybutyrique;  en  outre,  il  y  avait  un  tel  exces 
d'hydroxyde  sodique  que  la  solution,  dont  le  volume  etait  mainte- 
nant  de  350  cc.  environ,  fut  a  peu  pres  demi-normale.  La  benzoyla- 
tion fut  operee,  comme  a  I'ordinaire,  en  refroidissant  a  la  glace 
et  ajoutant  par  petites  portions  du  chlorure  de  benzoyle  et  de 
la  lessive  de  soude.  Consommation  totale : 
10  X  i6c'=,5  =^  165  cc.  —  196  gr  de  chlorure  de  benzoyle  et 
10  X  170  cc.  =  170OCC.  de  solution  2  norm,  d'hydroxyde  de  sodium. 
Apres  repos  jusqu'au  lendemain,  on  filtra  la  solution  forte- 
ment  alcaline,  puis  la  precipita,  en  refroidissant  a  la  glace,  par 
550  cc.  d'acide  chlorhydrique  5-norm.  (la  quantite  calculee  est 
d'un  peu  plus  de  500  cc).  L'acide  benzoique  precipite  fut  se- 
pare  par  filtration,  puis  bien  lave  a  I'eau  glacee^). 

La  solution  chlorhydrique  ainsi  obtenue  fut  privee  de  I'acide 
benzoique  par  extraction  a  I'ether,  puis  soumise  a  la  chaleur  du 
bain-marie  pendant  une  heure,  ce  qui  fait  convertir  I'acide 
benzoyle- a -ami  no-;' -oxybutyrique  en  la  lactone  cor- 
respondante,  qui  est  de  reaction  neutre  et  se  dissout  assez 
difficilement^).  Apres  neutralisation,  au  moyen  de  lessive  de 
soude,    de    la    plus   grande    partie    de    I'acide  chlorhydrique  libre, 


')  L'acide  benzoique  ne  renfermait  que  de  petites  quantiies  d'azote,  provenant 
sans  doute  d'un  peu  d'acide  dibenzoyle-diaminoadipique  qui  s'y  trouve  pro- 
bablement  (v.  p.  1 36),  tandis  qu'il  ne  se  forme  pas  d'acide  dibenzoyle-a- 
aminoy-oxybutyrique  par  une  benzoylation  pratiquee  dans  ces  conditions 
(v.  p.  127). 

■-)  Voyez  aussi  E.  Fischer  et  II.  Uluinenthal:  lier.  d.  deutsch.  cliein.  Ges. 
40,    113  (1907). 
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on  evapora  dans  le  vide  la  solution  legerement  acide,  ce  qui  eut 
pour  effet  que  la  lactone  commenga  a  se  deposer  a  I'etat  huileux. 
Lorsqu'une  abondante  quantite  de  la  lactone  se  fut  deposee,    on 
interrompit   I'evaporation,    puis    chauffa  le  tout  au  bain-marie,  ce 
qui  fit  redissoudre   la    lactone.     Apres  filtration  a  I'aide  d'un  en 
tonnoir  a  eau    chaude,    puis    refroidissement  de  la  liqueur  filtree 
la   lactone    se    deposa   a  I'etat  de  cristaux  prismatiques  tronques 
Apres  avoir  laisse  en  repos  dans  la  glaciere  jusqu'au    lendemain 
on  filtra  et  dechlora  le  depot  par  un  lavage  a  I'eau  glacee.  Des 
sechee  a  I'air,  la  lactone  pesait  48  gr.  et  etait  parfaitement  pure 
ayant   la   composition    prevue    par   la   theorie    et   fondant   a    145° 
(v.  p.  129). 

Dans  un  dosage  d'apr^s  Kjeldahl,  oS'^,2511  a  donne  une  quan- 
tite d'ammoniaque  correspondant  a  ly'^sr^ig  d'azote  (6,83^0  d'azote). 

oS'',24oo  a  donne  os'^,5672  d'acide  carbonique  et  oS"^,  1123  d'eau 
(64,46  Vo  de  carbone  et  5,24  "/o  d'hydrogene). 


Calcule 

Trouve 

Cii 

132,00 

64,35 

64,46 

Hxx 

11,09 

5,41 

5,24 

N 

14,04 

6,84 

6,83 

O3 

48,00 

23,40 

205,13      100,00 

L'eau-mere  et  I'eau  de  lavage  furent  reduites  a  siccite  dans 
le  vide,  et  le  residu  fut  porte  a  I'ebullition  avec  500  cc.  d'alcool 
^  93  Vo;  la  lactone  encore  presente  passa  dans  ce  dissolvant, 
tandis  que  le  sel  marin  resta  en  majeure  partie  indissous.  Par 
addition  d'eau,  evaporation  dans  le  vide  etc..  comme  nous  I'avons 
decrit  precedemment,  on  put  tirer  de  la  solution  alcoolique  obte- 
nue  encore   10  gr.   de  lactone  pure. 

Le  rendement  total  (58  gr.)  renferme  81  %  de  la  quantite 
d'azote  mise  en  oeuvre  (4900  mgr.)  et  represente  28  "/o  de  la 
quantite  calculee  avec  une  molecule-gramme  d'ether  phtalimido- 
malonique  comme  point  de  depart. 

On  melangea  la  derniere  eau-mere  aux  produits  huileux, 
dont  le  traitement   ulterieur  sera  decrit  ci-dessous. 

b.     Preparation    de    1' acide    dibenz  oy  le -r/ -  am  i  no  -  j'- 
oxybutyrique    a    partir   des    produits    secondaires    hui 
leux  obtenus    dans  la  preparation  de  I'^ther  oth^l^ne 
di-phtalimidomalonique.      Apres     dissolution    des    produits 


no 

huileux  mentionn^s  plus  hant  (v.  p.  99)  dans  200  cc.  d'alcool  a 
93  Vo,  on  les  decomposa  par  chaufifage  au  bain-marie  en  pre- 
sence d'une  dissolution  de  80  gr.  d'hydroxyde  de  sodium  dans 
400  cc  d'eau.  Apres  une  heure  de  chaufife,  on  ajouta  la  der- 
niere  eau-mere  dont  il  vient  d'etre  question,  et  puis  on  reduisit 
le  tout  a  un  petit  volume  au  bain-marie.  Apres  refroidissement, 
on  ajouta  un  demi-litre  d'acide  chlorhydrique  concentre,  puis 
evapora  la  matiere  au  bain-marie  jusqu'a  ce  qu'une  abondante 
quantite  de  sel  marin  et  d'acide  phtalique  se  fut  deposee.  Le 
melange  pateux  ainsi  obtenu,  fut  traite  de  la  fagon  habituelle  par 
de  I'acide  chlorhydrique  a  ^^  %  et  laissa  la  plus  grande  partie 
du  sel  marin  et  de  I'acide  phtalique.  La  solution  chlorhydrique 
fut  epuisee  par  agitation  a  I'ether,  auquel  elle  ceda  le  reste  de 
I'acide  phtalique  (et  I'acide  benzoique  provenant  de  I'eau-mere 
ci-dessus  mentionnee).  Cela  fait,  on  evapora  a  siccite  et  reprit 
le  residu  par  I'alcool,  qui  laissa  indissous  un  peu  de  sel  marin  ^), 
et  enfin  on  debarrassa  la  nouvelle  solution  alcoolique  d'acide 
chlorhydrique  en  la  traitant  de  la  maniere  ordinaire  par  la  ce- 
ruse et  le  carbonate  d'argent^).  On  evapora  a  siccite  la  solution 
d'acide  amine  obtenue,  qui  contenait  environ  6000  mgr.  d'azote. 
II  se  montra  peu  pratique  d'epuiser  au  moyen  d'alcool  chaud 
a  80  Vo  ce  melange  d'acides  amines,  compose  principalement 
d'acide  a-amino-}'-oxybutyrique  et  de  glycocolle:  en  operant 
ainsi,  toute  la  matiere  fondait,  ce  qui  rendait  difficile  une  extrac- 
tion efficace.  En  consequence,  on  proceda  comme  suit  pour 
effectuer  une  purification  prealable:  Dans  un  matras  on  fit  dis- 
soudre  le  melange  des  acides  amines  dans  150  cc.  d'eau,  puis, 
en  bien  agitant  et  chauffant  continuellement,  on  ajouta  a  la  so- 
lution chaude,  par  petites  portions,  un  kgr.  d'alcool  chaud  a 
93  Vo  (ce  qui  provoqua  une  teneur  en  alcool  d'environ  80  Vo  en 
poids  dans  le  melange).  Apres  avoir  abandonne  au  repos  jusqu'au 


')  Le  sel  marin  indissous  renferme  quelquefois  de  I'azole  provenant  de  ce  (jue 
le  chlorhydrate  de  la  lactone  de  I'acide  o-amino-y-oxybutyrique  est  peu 
soluble  dans  I'alcool.  Dans  ce  cas  on  peut  faire  dissoudre  le  sel  marin 
dans  de  I'eau,  et  puis  soumettre  la  solution  aqueuse  a  une  benzoylation, 
par  le  precede  habituel,  en  liqueur  presque  neutre  (v.  p.  129).  On  obtient 
par  la  la  plus  grande  partie  de  I'acide  oxy-amine  sous  forme  de  produit 
dibenzoyle. 

*)  Comptes-rendus  du  Laboratoire  de  Carlsberg  6,    152  (1905). 
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lendemain  a  la  temperature  ordinaire,  on  filtra,  puis  lava  le  depot 

(Di)  deux  ou  trois  fois  a  I'alcool  8o  "/o  (liqueur  filtree  Fj). 

Desseche  a  I'air,  le  depot  (D[)  pesait  14  gr.;  il  renfermait  2  Vo 
d'eau  et,  apres  dessiccation,  14,6%  d'azote ;  par  consequent,  la  te- 
neur  totale  en  azote  s'elevait  a  2003   mgr. 

Un  traitement  du  depot  (Dj)  par  20  cc.  d'eau  en  fit  entrer  en 
dissolution  de  beaucoup  la  plus  grande  partie.  Apres  filtration 
sur  un  petit  filtre  et  lavage  avec  4X5  cc.  d'eau,  0''',8  resta 
indissous,  constitue  probablenient  par  de  I'acide  diaminoadipique, 
car  ce  reste  etait  insoluble  dans  I'eau  meme  bouillante  et  conte- 
nait   15,40  Vod'azote  (calcule   15,9470). 

La  solution  obtenue  fut  precipitee  a  chaud,  comme  ci-dessus, 
au  moyen  de  270  gr.  d'alcool  chaud  a  93  %.  II  en  resulta  une 
liqueur  (Fh)  et  un  depot  (Dn)  riche  en  glycocolle  et  qu'on  ne 
soumit  a  aucun  traitement  ulterieur. 

Le  dep6t  (Du),  apr^s  dessiccation  a  I'air,  pesait  9  gr. ;  il  ren- 
fermait 0,66  Vo  d'eau  et,  a  I'etat  desseche,  15,6  "/o  d'azote;  par 
consequent,  la  teneur  totale  en  azote  etait  de   1395   nigr. 

On  melangea  les  deux  liqueurs  F[  et  Fn,  puis  les  evapora 
dans  le  vide  jusqu'a  siccite.  On  reprit  le  residu  dans  100  cc. 
d'eau  et  precipita  la  solution  chaude,  comme  ci-dessus,  par 
670  gr.  d'alcool  chaud  a  93  Vo.  H  en  resulta  une  liqueur  (Fm)  et 
un  precipite  (Dm). 

Le  precipite  (Dju),  desseche  a  I'air,  pesait  13  gr, ;  il  renfermait 
2,5  Vo  d'eau  et,  a  I'etat  desseche,  13,6*^/0  d'azote;  par  conseciuent, 
la  teneur  totale  en  azote  etait  de   1724  mgr. 

Apres    avoir    fait    dissoudre    le    precipite    (Dni)    dans    30  cc. 

d'eau,     on    precipita    la    solution    chaude    comme    ci-dessus    par 

200  gr.  d'alcool    chaud  a  93  ^/o.     II  en  resulta  une  liqueur  (P'tm) 

et  un  precipite  riche  en  glycocolle   (Dun),  auquel  on  ne  fit  subir 

aucun  traitement  ulterieur. 

Le  precipite  (Djui),  a  I'etat  desseche,  pesait  7  gr. ;  il  renfermait 
0,5*^/0  d'eau  et,  k  I'etat  desseche,  14,8*^/0  d'azote;  la  teneur  totale 
en  azote  etait  done  de    1031    mgr. 

Les  liqueurs  liltrees  (Fm  et  F'lm)  furent  melangees  et  eva- 
porees  d'abord  dans  le  vide,  et  ensuite  au  bain-marie  jusqu'a 
siccite.  Le  residu  sec  fut  bien  triture  a  I'alcool.  Poids  apres 
dessiccation  a  I'air:  26?^2. 

08^,8720  a  perdu  dans  le  vide  sulfurique  oK^oI9o  (2,18  "/o). 

o'''^i8i6  a  donne,  dans  un  dosage  d'aprt-s  Kjeldahl,  une  quan- 
tito  d'ammonia(|ue  correspondant  a  22'"*^\5o  d'azote  (i2,39''o  dans 
a    mati^re    dessechee    k    I'air,    12,67^/0   dans    celle  dessechee  sur  de 
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I'acide  sulfurique);  par  consequent,  la  teneur  totale  en  azote  ^tait  de 
3246  mgr. 

Les  26  gr.  d'acides  amines  furent  soumis,  de  la  fagon  habi- 
tuelle  (v.  p.  129),  a  une  benzoylation  en  liqueur  presque  neutre 
avec,  en  tout,  128  gr.  de  chlorure  de  benzoyle  et  environ  350  cc. 
de  solution  5-norm.  de  soude.  Apres  precipitation,  au  moyen 
de  I'acide  chlorhydrique,  de  la  solution  benzoylee,  la  liqueur 
filtree  ne  contenait  que  710  mgr.  d'azote.  On  soumit  le  preci- 
pite  a  une  ebullition  avec  de  I'eau,  ce  qui  fit  entrer  en  dissolu- 
tion de  I'acide  benzoique  et  les  produits  de  benzoylation  solubles 
dans  I'eau  chaude  et  dont  la  teneur  totale  en  azote  etait  de 
795  mgr. 

Le  r^sidu  indissous  fut  desseche  a  I'air,  puis  recristallise 
dans  750  cc.  d'alcool  bouillant  a  93*^/0.  On  vit  se  deposer  I'a- 
cide dibenzoyle-a-amino-}'-oxybutyrique  sous  la  forme 
de  cristaux  minces,  lamelles.  Le  jour  suivant,  on  filtra,  puis 
lava  le  precipite  deux  fois  a  I'alcool  a  93  °/o.  Desseche  a  I'air, 
le  compose  dibenzoyle  pesait  34  gr.  (environ  iO°/o  de  la  quan- 
tity calculee  a  partir  d'une  molecule-gramme  d'ether  phtalimido- 
malonique)  et  etait  parfaitement  pur,  ayant  la  composition  theo- 
rique  et  fondant  a  la  temperature  de  210  a  211^  (v.  p.  129). 

0^^3107  a  donne,  dans  un  dosage  d'apres  Kjeldahl,  une  quan- 
tite  d'ammoniaque  correspondant  a   i3'"S'',4o  d'azote  (4,31^0). 

Soumis  a  une  combustion,  oS'^,1702  a  donne  o?'^,4i28  d'acide 
carbonique  et  oe'-,o822  d'eau  (66,15  Vo  de  carbone  et  5.40%  d'hy- 
drogene). 


Calcule 

Trouve 

C18 

216,00 

66,02 

66,15 

Hi  7 

17,14 

5,24 

5,40 

N 

14,04 

4,29 

4,31 

O5 

80,00 

24,45 

327,18  100,00 

La  benzoylation  de  melanges  d'acides  amines  ayant  une  te- 
neur en  azote  notablement  superieure  a  celle  du  melange  em- 
ploye pour  I'essai  que  nous  venons  de  decrire,  nous  a  toujours 
donne  un  rendement  considerablement  moindre  en  produits  diben- 
zoyles,  et  nous  n'entrerons  done  pas  dans  les  details  de  ces  essais. 

D'autre  part,  il  est  a  noter  que  dans  la  benzoylation  de  me- 
langes riches  en  azote,  suivie  de  la  precipitation  habituelle  par 
I'acide    chlorhydrique   et   de    I'extraction    a   I'^ther   de    la  liqueur 
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chlorhydrique  filtree,  nous  avons  parfois  trouve  k  I'acide  ben- 
zoique  extrait  une  forte  teneur  en  azote.  Quand  on  extrayait 
un  tel  acide  benzoique  au  moyen  de  la  ligrome,  et  qu'on  faisait 
subir  au  residu  des  cristallisations  repetees  dans  ralcool  tres 
dilue,  on  voyait  se  deposer  sous  forme  de  cristaux  de  petites 
quantites  d'un  produit  qui  vraisemblablement  etait  de  I'acide 
benzoyle-a-aminobutyrique. 

L'acide  fondait  a  la  temperature  de  139*^,5,  tandis  que  E.  Fischer 
et  A.  Mouneyrat^)  indiquent  un  point  de  fusion  un  peu  plus  eleve 
(trouve  k  I'aide  de  tubes  capillaires),  a  savoir   145  a   146''  (corr.). 

oS"',2o65  a  donne,  d'apr^s  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammo- 
niaque  correspondant  a   i4'"Sf,io  d'azote  (6,83  °/o  calcule  6,78^/0). 

On  fit  dissoudre  og'^,1420  dans  25  cc.  d'eau  chaude,  on  refroi- 
dit  la  solution  et  la  titra  avec  la  phenolphtaleine  comme  indicateur. 
Cela  exigea  6'^'^, 8 5  de  lessive  norm,  au  ^/lo,  correspondant  a  I'equi- 
valent  207,3;  calcule   207,14. 

c.  Preparation  de  I'acide  «-amino-;'-oxybutyrique 
a  partir  des  produits  de  benzoylation.  On  chauffa  ^/lo 
molecule-gramme  d'acide  dibenzoyle-a- amino-y-oxybutyrique 
(32^S7)  dans  un  matras  au  bain  d'huile,  en  presence  de  2  1.  d'acide 
chlorhydrique  a  20^/0.  Apres  16  heures  d'ebullition,  on  ^vapora 
au  bain-marie  la  solution  tout  a  fait  limpide  jusqu'a  lOO  cc.  en- 
viron, apres  quoi  on  ajouta  de  I'eau  et  elimina  I'acide  benzoique 
par  agitation  avec  de  I'ether.  Ensuite  on  evapora  la  solution 
jusqu'a  siccite  au  bain-marie,  fit  dissoudre  le  residu  dans  de 
I'eau,  y  ajouta  4CO  cc.  dune  solution  norm,  a  */io  d'hydroxyde 
de  bar)'um  et  porta  au  bain-marie,  afin  de  transformer  en  sel 
barytique  de  I'acide  la  lactone  qui  pouvait  se  trouver  dans  le 
melange  resultant.  Enfin  on  precipita  la  totalite  du  chlore  et 
du  baryum  au  moyen  de  sulfate  d'argent  et  d'un  peu  d'acide 
sulfurique  ^tendu,  et  la  solution  limpide  filtr6e  fut  evaporee 
d'abord  dans  le  vide  et  ensuite  au  bain-marie  jusqu'a  siccite. 
Le  residu  sec  fut  bien  triture  a  I'alcool  absolu,  essore  a  la 
trompe,  lave  a  ralcool  absolu  et,  enfin,  dess^che  a  I'air. 

Le  rendement  en  acide  aminooxybutyrique  brut  ^tait  de 
II8',9.  L'acide  etait  presque  parfaitement  pur:  il  fondait  a  204" 
environ  et  accusait  une  teneur  en  azote  de  11,58%  (calcul6 
li,79Vo);  ainsi  la  teneur  totale  en  azote  s'^levait  a  1378  mgr. 
d'azote,  soit  98,4*^/0  de  I'azote  de  la  matiere  initiale. 

En    vue    d'une    purification    complete,  on  soumit  a  une  nou- 

')  Bcr.  d.  deutsch.  chcin.  Ges.  33,   2389  (1900). 
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velle  cristallisation  US'",/  dans  200  +50+50  cc.  d'alcool  a  80%. 
En  operant  ainsi,  on  obtint  I'acide  oxyamine  a  I'etat  d'un  beau 
precipite  blanc,  a  eclat  soyeux,  et  qui  sous  le  microscope  se 
presentait  en  aiguilles  groupies  en  etoiles.  Apres  filtration,  la- 
vage a  I'alcool  a  80%  et  dessiccation  a  lair,  I'acide  oxyamine 
etait  pur  et  pesait  6?'^,8  (Preparation  I).  En  evaporant  I'eau-de- 
mere  et  I'alcool  de  lavage  et  en  recristallisant  le  residu  dans 
125  cc.  d'alcool  a  80  Vo,  on  obtint  encore  2  gr.  d'acide  oxy- 
amine pur  (Preparation  II). 

o^^iigi  de  la  Preparation  I  a  donne,  d'apr^s  Kjeldahl,  une 
quantite    d'ammoniaque    correspondant  a   I3'"SS95   d'azote  (11,71  "/o). 

og'^,1405  de  la  Preparation  II  a  donne  une  quantite  d'ammoni- 
aijue  correspondant  a   i6'"g%6o  d'azote  (11,81  Vo). 

Soumis  k  une  combustion,  o?^i4i9  de  la  Preparation  I  a  donne 
osfjaios  d'acide  carbonique  et  o?%o967  d'eau  (40,46  "^/o  de  carbone 
et  7,63  Vo  d'hydrogene). 


Calcule 

Trouve 

C4 

48,00 

40,30 

40,46 

H9 

9,07 

7,61 

7,63 

N 

14,04 

11,79 

11,71 

11,81 

O3 

48,00 

40,30 

119,11 

100,00 

L'acide  a-amino-y-oxybutyrique  ne  presentait  pas  de  point 
de  fusion  defini:  a  la  temperature  de  207  ^  il  fondait  tout  de 
suite,  et  deja  a  200 "^  il  ne  tardait  guere  a  fondre.  E.  Fischer 
et  H.  BlumenthaP)  indiquent  187''  (corr.)  comme  point  de 
fusion  par  chauffage  dans  des  tubes  capillaires.  L'acide  a  un 
gout  doux;  il  est  tres  soluble  dans  I'alcool,  et  possede  d'ailleurs 
les  proprietes  indiquees  par  E.  Fischer  et  H.  Blumenthal. 

De  I'eau-mere   et   de    I'alcool    de  lavage  de  la  Preparation  II 

(voir  plus  haut)    on    distilla   I'alcool,  puis  transforma  en  sel  cuiv- 

rique    l'acide    oxyamine   present    par    ebullition    en    presence    de 

carbonate  cuivrique,  suivie  d'une  evaporation  de  la  solution  bleue 

ainsi  obtenue  jusqu'a  cristallisation.     Le  sel  cuivrique  se  deposa 

sous   forme    d'une   agglomeration    de    cristaux    lamelles.      Lave   a 

I'eau,    le  sel  etait   pur   et   pesait,    apres    dessiccation    a  I'air,   is',8 

(Preparation  A).     Une    evaporation    de    I'eau-mere    fournit    encore 

osr6  de  sel  pur  (Preparation  B).  , 

0^^,1695  de  la  Preparation  A  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une 
quantite  d'ammoniaque  correspondant  a   i5"'s^84  d'azote  (9,35  "/o). 

')  Ber.  d.  deutsch.  chein.  Ges.  40,    no  (1907). 
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os"^,  1083  de  la  Preparation  B  a  donne  une  quantity  d'ammoni- 
aque  correspondant  a   io"'s^,i'j   d'azote  (9,39*^/0). 

os'^,2188  de  la  Preparation  A  a  donne  02^,0581  d'oxyde  cuivrique 
(21,22  ®/o  de  cuivre). 

oS'^,2262  de  la  Preparation  A  a  donne  par  combustion  oS'',2  657 
d'acide  carbonique  et  og%io82  d'eau  (32,04%  de  carbone  et  5.35 ''/o 
d'hydrog^ne). 


Calcule 

Trouve 

Cs 

96,00 

32,02 

32,04 

H16 

16,13 

5,38 

5,35 

No_ 

28,08 

9,37 

9,35 

9,39 

0, 

96,00 

32,02 

Cu 

63,60 

21,21 

21,22 

299,81  100,00 

B.    Acide  ani-diaminopime'liquf 
I.    Ether  trimethylene-di -phtalimidomalonique 

Suivant  le  precede  indique  dans  un  travail  anterieur^),  on 
prepara  Tether  }'-bromopropyle- phtalimidomalonique  en  partant 
de  Vs  molecule-gramme  d'ether  phtalimidosodomalonique.  On 
obtint  d>i^',i  d'une  huile  renfermant  3,41%  d'azote  et  15,22% 
de  brome. 

Ce  qui  restait  de  cette  huile  apres  I'execution  des  analyses 
(79^S7)  f"t  dissous  dans  de  I'ether  nouvellement  deshydrate,  apres 
quoi  on  versa  la  solution  etheree  dans  un  matras  contenant  de 
I'ether  phtalimidosodomalonique  exempt  d'alcool  et  qu'on  avait 
prepare  de  la  maniere  habitulle^)  en  partant  de  48  gr,  d'ether 
phtalimidomalonique,  d'alcool  absolu  et  de  32^,5  de  sodium  me- 
tallique  (la  quantite  de  sodium  equivalente  a  la  teneur  en  brome 
de  I'huile).  Apres  distillation  de  I'ether,  on  chauffa  au  bain-huile 
a  la  temperature  d'environ  180"  pendant  dix  heures,  en  agitant 
le  matras  a  plusieurs  reprises  et  le  tournant  de  telle  fagon  que 
tout  I'ether  phtalimidosodomalonique  subit  Taction;  la  matiere 
6tait  alors  tres  peu  consistante  a  chaud  et  avait  une  reaction 
neutre  ou  tres  faiblement  alcaline  sur  le  papier  de  tournesol  humide. 

Apres  refroidissement,  on  traita  par  Teau  froide  afin  d'eli- 
miner  le  bromure  sodique  forme.  Le  residu  huileux  epais,  par- 
tiellement  cristallise  par  repos,  fut  bouilli  avec  de  Tether.    Cette 

')  Comples-rendus  <lu   Lab.   de  CarLsherg  6,    148  (^1905). 

')  //w/.  6,    10  (1902),   et  Zeitschr.  physiol.  Cheni.  44,  454  (1905). 
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Ebullition  fit  entrer  en  dissolution  etheree  les  inipuretes  huileuses 
(A),  tandis  que  I'ether  trimethylene-di-phtalimidomalonique  brut 
resta  a  I'etat  insoluble.  Apres  des  lavages  repetes  a  I'ether  et 
un  bon  essorage  a  la  trompe,  on  soumit  a  une  nouvelle  cristal- 
lisation  dans  environ  ^U  \.  d'alcool  absolu,  ce  qui  fit  deposer 
I'ether  trimethylene-di-phtalimidomalonique  sous  forme 
d'aiguilles  plates,  quelquefois  lenticuiaires  que,  apres  repos  jusqu'au 
lendemain,  on  separa  par  filtration  et  dessecha  a  I'air.  Poids:  54^^,8. 

D'apr^s  la  methode  de  Kjeldahl  modifiee  par  Gunning  et 
Arnold^),  0^^,3217  a  donne  une  quantite  d'ammoniaque  correspon- 
dant  k   i3"'sr,65   d'azote  (4,24^/0  d'azote,  calcule  4,32%). 

Le  point  de  fusion  etait  de   148^. 

De  I'eau-mere  provenant  des  54^^8  on  distilla  I'alcool,  fit 
dissoudre  le  reste  dans  de  I'ether  et  nielangea  la  solution  a  la 
solution  etheree  ci-dessus  mentionnee  (A).  On  abandonna  ce 
melange  pendant  quelques  jours  en  contact  avec  du  chlorure  de 
calcium,  et  il  se  deposa  encore  un  peu  d'ether  trimethylene-di- 
phtalimidomalonique,  qu'on  separa,  ainsi  que  le  chlorure  deshyd- 
ratant,  par  filtration,  pour  le  delivrer  ensuite  de  ce  dernier  par 
un  lavage  a  I'eau.  Ce  deuxieme  produit  d'ether  trimethylene- 
diphtalimidomalonique  etait,  lui  aussi,  presque  pur.  Son  poids 
etait  de  4^', 2. 

oS'',2927  a  donne,  d'apres  Kjeldahl- Gunning,  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  12""^", ^o  d'azote  (4,27%  d'azote, 
calcule  4,32  ^/o). 

Le  point  de  fusion  etait  de   146°. 

Le  rendement  total  (59  gr.)  represente  environ  50  °/o  de  la 
quantite  calculee  en  prenant  I'ether  phtalimidomalonique  comme 
point  de  depart. 

On  soumit  6  gr.  du  produit  principal  a  une  nouvelle  recris- 
tallisation  dans  60  +  40+10  cc.  d'alcool  absolu;  on  recupera 
S^\7  ^^  matiere  sechee  a  I'air,  laquelle,  par  dessiccation  du  jour 
au  lendemain  a  la  temperature  de  85^  et  sous  la  pression  de 
30  mm.,  perdit  0,75  %.  C'est  la  substance  ainsi  sechee,  fusible 
a  149*^,  qu'on  employa  pour  les  analyses  suivantes. 

oe%2  26i  a  donne,  d'apres  Kjeldahl-Gunning,  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  9 '"8^,80  d'azote  (4,33  ^'/o). 

Par  combustion,  o 5^1605  donnait  05^0750  d'eau  et  os%3588 
d'acide  carbonique  (5,23  "'/o  d'hydrogene  et  60,97  °/o  de  carbone). 


')  Les  composes  appartenant  a  la  serie  de  I'acide  diaminopim^lique  nc  peuvent 
pas  elre  analyses  par  le  procede  ordinaire  de  Kjeldahl  (Comptes-rendus 
du  Lab.  de  Carlsb.  6,   193  (1905),  et  Zeitschr.  physiol.  Chem.  44,  429  (1905).) 
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Calcule 

Trouve 

^33 

396,00 

60,89 

60,97 

Ha4 

34,27 

5,27 

5,23 

N, 

28,08 

4,32 

4,33 

Oi2 

192,00 

29,52 

650,35  100,00 

A  la  temperature  ordinaire,  I'ether  trimethylene-di-phtalimi- 
domalonique  se  dissout  facilement  dans  I'acetone,  I'ether  acetique, 
le  chloroforme  et  le  benzene;  par  contre,  il  est  peu  soluble  dans 
Talcool  froid,  I'ether  et  la  ligroine. 

On  chassa  I'ether  de  la  solution  etheree  susmentionnee  et 
qu'on  avait  deshydratee  au  moyen  de  chlorure  de  calcium.  II 
resta  une  huile  epaisse  (H),  qui  pesait  59s^'',3  et  contenait  3,86% 
d'azote.  Le  traitement  ulterieur  de  cette  huile  sera  decrit  plus 
loin  (v.  p.  121);  ici  nous  ferons  seulement  remarquer  que  I'huile 
renfermait  encore  un  peu  de  brome,  ce  qui  montre  que  la  reac- 
tion entre  les  ethers  phtalimido-sodomalonique  et  j^-bromopropyle- 
phtalimidomalonique    ne   s'est   pas    achevee    dans    le   sens   voulu. 

2.    Acide  aaj-diaminopimelique 

a.  Preparation  a  partir  de  I'ether  trimethylene-di- 
phtalimidomalonique.  V25  molecule-gramme  d'ether  trime- 
thylene-di-phtalimidomalonique  (52  gr.),  dissous  dans  environ 
I  1.  d'alcool  chaud,  fut  melange  a  environ  200  gr.  d'hydroxyde 
de  baryum  dissous  dans  400  cc.  d'eau  chaude.  La  bouillie 
ainsi  formee  fut  chauffee  pendant  deux  heures  environ  au  bain- 
marie  bouiilante,  puis  on  y  versa  un  demi-litre  d'alcool  et  un 
demi-litre  d'eau.  Apres  des  agitations  repetees,  on  soumit  de 
nouveau  a  I'ebullition  du  bain-marie  jusqu'a  evaporation  com- 
plete de  I'alcool.  On  fit  dissoudre  le  residu  dans  de  I'eau  addi- 
tionnee  d'acide  chlorhydrique  en  quantite  un  peu  superieure  a 
celle  correspondante  a  I'hydroxyde  de  baryum,  et  puis  on  ^va- 
pora  jusqu'a  apparition  dun  commencement  de  cristallisation.  En 
refroidissant  a  la  glace,  on  ajouta  un  demi-litre  d'acide  chlor- 
hydrique concentre,  ce  qui  fit  tomber  la  presque  totality  du 
chlorure  de  baryum,  mele  d'un  peu  d'acide  phtalique;  on  filtra 
le  depot,  puis  le  lava  a  I'acide  chlorhydrique  a  demi  dilue*). 


*)   Si  apris  le  lavage   le  preci])ite  rcnlcrme  de  I'azote,    il    faut  le  dissoudre  dans 
de  I'cau,   cvaporer  au  bain-marie  en  presence  d'un  peu  (Tacidc  chlorhydrique 
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La  solution  chlorhydrique  fut  reduite  au  bain-marie  a  un 
petit  volume,  puis  refroidie  a  I'eau  glacee,  apres  quoi  on  filtra 
I'acide  phtalique  depose  et  le  lava  a  I'eau  glacee.  A  la  solution 
ainsi  obtenue  on  enleva  I'acide  phtalique  par  agitation  a  I'ether, 
puis  on  evapora  au  bain-marie  en  une  matiere  sirupeuse.  Apres 
dissolution  dans  de  I'eau,  on  neutralisa  au  moyen  dune  solution 
de  baryte,  puis  precipita  le  chlore  et  le  baryum  par  le  sulfate 
d'argent.  La  solution  ainsi  obtenue,  qui  ne  renfermait  ni  baryum, 
ni  argent,  ni  acide  sulfurique,  mais  bien  une  trace  d'acide  chlor- 
hydrique, fut  evaporee  d'abord  dans  le  vide,  finalement  au  bain- 
marie  jusqu'a  siccite.  Le  residu  fut  triture  a  I'alcool  absolu, 
separe  par  filtration,  lave  a  I'alcool  et  desseche  a  I'air. 

Le  rendement  en  acide  diaminopimelique  brut,  seche  a  I'air, 
s'elevait  a  I4^^4;  mais  I'acide  n'etait  pas  tout  a  fait  pur,  car  il 
renfermait,  a  cote  d'un  peu  d'eau,  une  proportion  minime  de 
cendres  provenant  des  vases  en  verre  et  en  porcelaine  dont  on 
s'etait  servi^).  Aussi  un  dosage  de  I'azote  (d'apres  Kjeldahl- 
Gunning  -  Arnold)  n'accusait  qu'une  teneur  de  14,12%  en 
azote,  tandis  que  la  theorie  exige  14,76^0.  Sur  les  2240  mgr. 
d'azote  contenus  dans  la  matiere  initiale,  on  a  ainsi  obtenu 
2033  mgr.  (soit  90  °/o)  sous  forme  d'acide  diaminopimelique  brut. 

On  fit  dissoudre  dans  400  cc.  d'eau  chaude   14=^2  de  I'acide 

diaminopimelique    brut.      Apres    refroidissement   et    filtration,    on 

ajouta   peu    a   peu,    en    agitant,    2CX)  cc.    d'alcool    absolu,    qui    ne 

provoqua   pas    de   precipite   tout    de    suite;    mais   au    bout    d'une 

heure   la   masse   entiere   se   prit   en    une   cristallisation  constituee 

par   une    infinite   de   fines   aiguilles,    souvent  groupees  en  etoiles. 

Apres  avoir  laisse  dans  la  glaciere  jusqu'au  lendemain,  on  filtra, 

puis  lava  le  depot  avec  de  I'alcool  a  50  °/o,  et  ensuite  a  I'alcool 

absolu.     Poids  apres  dessiccation  a  I'air:  8?"^, i. 

iS',4210  a  perdu    dans  le  vide  sulfurique   du  jour  au  lendemain 
og%o928  (6,53»/o)2). 

6tendu,  et  precipiter  de  nouveau  par  I'acide  chlorhydrique  concentre  de  la 
fagon  indiquee  plus  haut.  Le  filtratum  ainsi  obtenu  est  melange  a  la  solu- 
tion principale. 

*)  D'apres  C.  Neuberg  et  E.  Neiman  n  (Zeitschr.  physiol.  Chem.  45,  99etl04 
(1905)),  I'acide  diaminosuberique  et  I'acide  diaminosebacinique  ont  egale- 
ment  une  disposition  marquee  a  enlever  de  I'acide  silicique  et  de  I'hydroxyde 
d'aluminium  aux  vases  de  verre  et  de  porcelaine  employes. 

^)  Les  preparations  d'acide  diaminopimelique  obtenues  par  precipitation  en  so- 
lution aqueuse  au  moyen  d'alcool,  puis  dessechees  a  I'air,  subissent  loujours 
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0^^1388  de  la  preparation  dessechee  sur  de  I'acide  sulfurique 
a  donne,  d'apr^s  Kj  eldahl-Gunning- Arnold,  une  quantite  d'am- 
moniaque  correspondant  a   20"'-'^, 50  d'azote  (14,77  %)■ 

oS'',i527  de  la  preparation  sechee  sur  I'acide  sulfurique  a  donne 
par  combustion  oS'^,0995  d'eau  et  05^2478  d'acide  carboniqne 
(7,29 ''/o  d'hydrog^ne  et  44,26%  de  carbone). 

Calcule  Trouve 


c, 

84,00 

44,17 

44,26 

Hi4 

14,11 

7,42 

7,29 

N., 

28,08 

14,76 

14,77 

O4 

64,00 

33,65 

190,19  100,00 

Comma  on  le  voit,  I'acide  obtenu  a  done  ete  pur;  il  est 
toutefois  a  remarquer  qu'en  procedant  de  la  fagon  que  nous  ve- 
nons  d'exposer,  il  ne  nous  a  pas  toujours  ete  possible  d'obtenir 
I'acide  diaminopimelique  a  I'etat  de  purete  et  surtout  exempt 
de  cendres.  Ordinairement  on  ne  reussit  pas  non  plus  a  obtenir 
une  quantite  ulterieure  d'acide  diaminopimelique  tout  a  fait  pur 
en  ajoutant  encore  de  I'alcool  a  I'eau-mere  alcoolique  ou  en  eva- 
porant,  puis  precipitant  par  I'alcool;  ce  n'est  qu'a  la  suite  d'une 
purification  de  I'acide  en  passant  par  la  combinaison  dibenzoylee 
qu'on  y  arrive. 

Quand  la  benzoylation  s'opere  en  milieu  presque  neutre,  sui- 
vant  le  procede  que  nous  decrirons  plus  loin  (v.  p.  134),  le  ren- 
dement  est  peu  inferieur  a  la  quantite  theorique,  et  on  pent, 
sans  perte  appreciable,  purifier  completement  le  produit  diben- 
zoyle  en  le  recristallisant  dans  I'alcool  a  25  "/o.  Soumis  dans 
une  capsule  en  platine  (afin  d'eviter  les  impuretes  auxquelles  le 
verre  ou  la  porcelaine  donneraient  lieu),  en  presence  d'acide 
chlorhydrique  concentre,  a  I'ebullition  du  bain-marie,  le  compose 
dibenzoyle  se  dedouble  d'une  fagon  facile  et  complete  en  acide 
benzoique  qu'on  peut  extraire  avec  de  I'ether,  et  en  le  chlor- 
hydrate  de  I'acide  diaminopimelique.  Apres  evaporation  au  bain- 
marie,  dissolution  du  residu  dans  I'eau,  neutralisation  de  I'acide 
chlorhydrique  au  moyen  d'une  solution  de  baryte,  et  enfin  pre- 
cipitation  par   le   sulfate   d'argent,    comme   decrit  precedemment, 


une  diminution  de  leur  poids  lors  de  la  dessiccation  dans  le  vide  sulfu- 
rique ou  dans  le  vide  a  80";  jjour  les  preparations  faites  par  nous,  cette 
diminution  a   varie  entre  0,8  et    10,6  "/u. 
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la  solution  evaporee  (toujours  dans  la  capsule  de  platine)  au 
bain-marie  jusqu'a  un  volume  convenable  et  finalement  precipite 
par  I'alcool,  fournit  de  I'acide  diaminopimelique  pur. 

L'acide  diaminopimelique  n'a  pas  un  gout  doux;  il  n'est 
pas  fusible  a  300°.  Dans  I'eau  froide  il  est  assez  peu  soluble; 
I'eau  chaude  le  dissout  un  peu  plus  facilement,  toutefois  il  ne 
s'en  depose  pas  de  nouveau  par  refroidissement,  mais  seulement 
par  addition  d'alcool.  Les  autres  dissolvants  neutres  usuels  le 
laissent  pour  ainsi  dire  inattaque.  Dans  les  alcalis  et  dans  les 
acides,  y  compris  l'acide  chlorhydrique  concentre  et  l'acide 
chlorhydrique  alcoolique,  l'acide  diaminopimelique  se  dissout 
facilement.     Le  sel  cuivrique  est  insoluble. 

Additionnees  de  Tacide  phosphotungstique,  les  solutions, 
meme  assez  peu  concentrees,  de  l'acide  diaminopimelique  (0'°sr^3 
a  o"'s'-,5  d'azote  par  centimetre  cube),  se  precipitent  immediate- 
ment,  ou  du  moins  par  agitation.  Quant  aux  solutions  encore 
plus  faibles  (environ  O'^s^j  d'azote  par  centimetre  cube),  elles 
ne  donnent  de  precipite  qu'apres  frottement  des  parois  du  vase 
et  quelque  temps  de  repos.  Le  depot  apparait  au  microscope 
sous  I'aspect  d'aiguilles  courtes  et  epaisses,  disposees  en  groupes 
rappelant  des  masses  d'armes;  il  parait  etre  insoluble  dans  un 
exces  d'acide  phosphotungstique,  mais  se  laisse  sans  trop  de 
peine  recristalliser  dans  I'eau  chaude,  qui  le  laisse  deposer  sous 
la  meme  forme  qu'avant  cette  nouvelle  cristallisation. 

Deja  dans  I'introduction  du  present  memoire  (v.  p.  94)  nous 
avons  signale  la  difference  frappante  qui  existe  entre  la  solubilite 
dans  I'eau  de  l'acide  diaminoadipique  et  celle  de  l'acide  diamino- 
pimelique. Or,  les  produits  de  benzoylation  de  ces  deux  acides 
presentent,  sous  le  rapport  de  la  solubilite,  une  divergence  tout 
a  fait  semblable:  l'acide  dibenzoyle-diaminoadipique  (v.  p.  136)  est 
extremement  peu  soluble  dans  tous  les  dissolvants  neutres  usuels, 
tandis  que  le  derive  correspondant  de  l'acide  pimelique  —  qui,  il 
est  vrai,  est  presque  insoluble  dans  I'eau  —  se  laisse  facilement  re- 
cristalliser dans  I'alcool  a  25  °/o  et  se  dissout  avec  une  egale 
facilite  dans  I'alcool  absolu,  I'acetone  et  I'ether  acetique.  II  est 
egalement  a  noter  que  le  chlorhydrate  de  l'acide  diaminoadipique 
est  peu  soluble  (v.  p.  105),  tandis  que  la  combinaison  correspon- 
dante  de  l'acide  pimelique  est  au  contraire  tres  soluble  dans 
l'acide  chlorhydrique  concentre  (v.  p.  120).  II  est  done  curieux 
que  les  phosphotungstates  se  comportent  a  I  inverse,  l'acide  dia- 
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minopimelique  se  precipitant,   par  I'acide  phosphotungstique,  plus 
facilement  que  I'acide  diaminoadipique  (v.  p.  io6  et  p.  120). 

b.  Preparation  de  I'acide  dibenzoyle-dia minopime- 
lique a  partirdes  prod u its  secondaires  huileux  obtenus 
dans  la  preparation  de  1' ether  trimethylene-di-phtali- 
midomalonique.  Comme  il  etait  a  prevoir  que  I'huile  bromee 
(H)  mentionnee  ci-dessus  (v.  p.  117)  devait  renfermer  une  certaine 
proportion  d'ether  j/-bromopropyle- phtalimidomalonique  inaltere, 
on  opera  la  decomposition  de  I'huile  de  telle  fagon  que  le  bro- 
mure  en  question  dut  se  transformer  en  proline.  L'huile  dissoute 
dans  250  cc  d'alcool  absolu,  fut  soumise  au  traitement,  decrit 
dans  le  memoire  precedent^),  par  50  gr.,  en  tout,  d'hydroxyde 
sodique  pulverise;  on  dilua  avec  de  I'eau  le  produit  resultant, 
le  sursatura  d'acide  chlorhydrique  et  I'evapora  jusqu'a  la  con- 
sistance  d'une  bouillie.  Apres  elimination,  par  le  precede  habi- 
tuel,  du  sel  marin,  de  I'acide  phtalique  et,  finalement,  de  I'acide 
chlorhydrique,  il  resta  une  solution  dont  la  teneur  totale  en  azote 
se  trouva  etre  de  2040  mgr.  et  qui  vraisemblablement  contenait 
un  peu  de  proline,  de  I'acide  diaminopimelique,  de  la  glycine 
et  d'autres  impuretes 

On  evapora  la  solution,  d'abord  dans  le  vide,  ensuite  au 
bain-marie,  jusqu'a  ce  qu'elle  format  une  masse  sirupeuse,  qu'on 
tritura  bien  avec  100  cc.  d'alcool  a  93  Vo.  Apres  environ  deux 
heures  de  repos,  puis  filtration  et  lavage  avec  de  I'alcool  de 
cette  meme  concentration,  on  fit  redissoudre  dans  de  I'eau  le 
depot  non  dissous,  evapora  la  solution  jusqu'a  consistance  siru- 
peuse et  renouvela  le  traitement  par  I'alcool  a  93  Vo.  H  en 
resulta  deux  solutions  alcooliques  qu'on  melangea  (A)  et  qui 
devaient  principalement  renfermer  la  proline;  en  meme  temps 
on  obtint  un  depot  insoluble  (B),  probablement  surtout  constitue 
par  les  autres  substances. 

La  solution  (A),  qui  renfermait  en  tout  430  mgr.  d'azote, 
fut  etendue  avec  de  I'eau;  on  en  distilla  I'alcool  et  traita  la 
solution  par  le  carbonate  cuivrique.  Kvaporee,  puis  abandonnee 
a  elle-meme,  la  solution  bleue  qu'on  avait  obtenue  laissa  deposer 
des  cristaux  formes  par  le  sel  cuivrique  facilement  recon- 
naissable  de  la  proline.     Rendement  2e',3, 

')  Comptes  ri'mliis  (in    l.ab.    ile   Carlsh.    7,  77   (1908). 
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o?\2535  ^  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammoniaque 
correspondant  a  2i'"sr,go  d'azote    (8,64*^/0,    calcule  8,57 '^/o  d  azote). 

Le  depot  ci-dessus  mentionne  (B),  insoluble  dans  ralcool  a 
93  Vo,  fut  dissous  dans  75  cc.  d'eau,  puis  additionne  de  90  gr. 
d'alcool  a  93  Vo.  Apres  vingt-quatre  heures  de  repos  dans  la 
glaciere,  il  s'etait  forme  un  abondant  depot,  qui  renfermait  pro- 
bablement  la  plus  grande  partie  de  I'acide  diaminopimelique 
presente.  On  separa  ce  depot  par  filtration,  puis  le  lava  avec 
de  1  alcool  a  50^  0  et  ensuite  avec  I'alcool  a  93^0.  Poids  apres 
dessiccation  a  I'air:  S^\3- 

Dans  le  vide  sulfurique  la  matiere  perdit  3,61  °o;  elle  contenait 
alors  13,03  °/o  d'azote,  tandis  cjue  la  teneur  en  azote  calculee  pour 
I'acide  diaminopimelique  est  de   14,76^/0. 

L'acide  diaminopimelique  impur  fut  benzo\"le,  en  liqueur 
presque  neutre,  avec  20  gr.,  en  tout,  de  chlorure  de  benzoyle  et 
environ  150  cc.  d  une  solution  2-norm.  d'hydroxyde  de  sodium 
(v.  p.  123).  Le  melange  d'acide  benzoique  et  d'acide  diben- 
zoyle-diaminopimelique,  precipite  par  un  petit  exces  d'acide 
chlorhydrique,  fut  prive  de  son  chlore  au  moyen  d'eau  froide 
et  porte  a  I'ebullition  deux  fois  avec  de  leau,  et  apres  avoir 
desseche  a  lair  le  compose  dibenzo>"lique  restant,  on  lui  enleva 
le  dernier  reste  d'acide  benzoique  par  extraction  a  I'aide  de  la 
ligroine;  apres  ces  manipulations,  il  etait  a  bien  peu  pres  pur 
et  pesait  desseche  a  lair  7^^,S- 

os^',2250  a  donne,  d'apres  Kjeldahl-Gunning,  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  i5'"sr,go  d'azote  (7,07^0,  calcule 
7,05  °  0  d'azotej. 

Le  rendement  represente  environ  10*^0  de  la  quantite  cal- 
culee a  partir  de  I'ether  phtalimidomalonique  employe. 

Par  recristallisation  de  /S\2  du  produit  dibenzoyle  brut  dans 
150  cc.  d'alcool  a  25%,  on  obtint  en  premier  lieu  52^,6,  et  de 
I'eau-mere  on  put  tirer   i   gr. 

o&-,5i40,  desseche  dans  le  vide  a  85°  perdit,  du  jour  au  lende- 
main  oS',ooio  (0,19*^0]. 

08', 2298  de  la  matiere  dessechee  a  donne,  d'apres  Kjeldahl- 
Gunning,  une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  i6'"e'^i5 
d'azote  (7,03  ^/o). 

0^,1564  de  la  matiere  sechee  a  donne  par  combustion  0^^,0778 
d'eau  et  o8',3640  d'acide  carbonique  (5,57  Vo  d'hydrogene  et  63,47  **/o 
de  carbone). 
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Calcule 

Trouve 

v^2  1 

252,00 

63,28 

63,47 

H22 

22,18 

5,57 

5,57 

N, 

28,08 

7,05 

7,03 

Oe 

96,00 

24,10 

398,26  100,00 

Sur  les   proprietes   de   I'acide  dibenzoyle-diaminopim^lique,    voir 
page  134- 

C.    Experiences  de  benzoylation 

Les  experiences  que  nous  allons  exposer  peuvent  etre  rangees 
en  quatre  groupes: 

a.  Benzoylation  d'acides  amines  en  liqueur  franchement 
alcaline.  Dans  ces  experiences  on  a  employe  une  quantite 
d'hydroxyde  de  sodium  telle  que,  pendant  la  benzoylation,  la 
liqueur  ait  constamment  eu  une  alcalinite  correspondant  a  une 
solution  demi-normale  de  soude.  Benzoyles  de  cette  maniere, 
les  acides  oxyamines  ne  donnent  que  des  produits  monobenzoyles. 

b.  Benzoylation  en  liqueur  presque  neutre.  Dans  ces  ex- 
periences on  n'a  employe,  de  I'hydroxyde  de  sodium,  qu'une 
dose  juste  suffisante  pour  maintenir  la  liqueur,  pendant  la  ben- 
zoylation, neutre  ou  tres  faiblement  alcaline.  Benzoyles  de  cette 
fagon,  les  acides  oxyamines  donnent  un  melange  de  produits 
dibenzoyles  et  monobenzoyles. 

c.  Benzoylation  des  acides  monobenzoyle- oxyamines  en 
liqueur  presque  neutre,  operation  qui  a  pour  efifet  que  ces  acides 
subissent  une  transformation  partielle  en  produits  dibenzoyles. 

d.  Chauffage  des  produits  benzoyles  en  presence  d'une 
lessive  de  soude  norm,  au  '/20,  operation  qui  fait  transformer  en 
derives  monobenzoyles  les  acides  dibenzoyle-oxyamin^s,  tandis 
que  I'acide  hippurique  et  les  substituts  benzoyles  des  acides 
diaminodicarboniques   6chappent  a  la  reaction,    ou  peu  s'en  faut. 

On  a  ordinairement  employe  4  fois  la  quantity  calcul6e  de 
chlorure  de  benzoyle  qui,  de  meme  que  la  lessive  de  soude 
utilis^e,  a  ete  ajoute  en  dix  portions,  a  environ  une  demi-heure 
d'intervalle.  On  op6rait  la  benzoylation  dans  une  bouteille  qu'on 
avait  plac6e  dans  un  vase  contenant  de  la  glace  et  se  trouvant 
dans  un  agitateur.  Pour  plus  de  details,  nous  renvoyons  aux 
experiences  relatives  a  I'acide  a-amino-d-oxyval^rique. 

9* 
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I.     Acide  a-amino-<5-oxyvalerique 

a.  Ben/, oylation  en  liqueur  franchement  alcaline. 
On  fit  dissoudre  ^20  molecule-gramme  d'acide  a-amino-d-oxyva- 
lerique  (6s'^,66)  dans  12,5  cc.  d'eau  et  37,5  cc.  de  solution  2-norm. 
d'hydroxyde  de  sodium  (le  groupe  carboxyie  de  I'acide  oxy- 
amine  suffit  a  neutraliser  25  cc.  de  la  solution  2-norm. ;  le  reste, 
12,5  cc,  donne  a  la  quantite  totale  de  liqueur:  50  cc,  une  al- 
calinite  deminormale).  On  benzoyla  avec  28  gr.  de  chlorure 
de  ben/.oyle  et  230  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.  Etant  donne 
que  28  gr.  de  chlorure  benzoyle  correspondent  a  200  cc.  de 
lessive  2-norm.,  il  s'ensuit  que,  meme  apres  benzoylation,  I'al- 
calinite  sera  environ  deminormale  (67,5  cc.  de  lessive  de  soude 
2-norm.  dans  un  volume  total  d'environ  280  cc). 

Apres  filtration  de  la  solution  benzoylee  presque  parfaite- 
ment  limpide,  on  precipita  au  moyen  de  75  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique  5 -norm  (calcule  67  cc).  On  abandonna  pendant  deux 
heures  a  la  temperature  ambiante,  puis  on  filtra,  lava  le  depot 
a  I'eau  froide  et  priva  la  liqueur  filtree  de  son  acide  benzoique 
par  agitation  avec  de  Tether.  Une  evaporation  subsequente 
dans  le  vide  ne  tardant  pas  a  faire  deposer  le  compose  mono- 
benzoyle,  on  interrompit  I'evaporatioD.  Apres  abandon  jusqu'au 
lendemain,  il  s'etait  depose  un  abondant  depot  (des  cristaux 
courts  et  epais,  a  plusieurs  facettes)  d'acide  monobenzoyle- 
a-amino-(3-oxyvalerique,  qu  apres  filtration  on  dechlora  par 
lavage  avec  de  I'eau.     Poids  apres  dessiccation  a  lair:  9^',5. 

os%  1903  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  una  quantite  d'ammo- 
niacjue  correspondant  a  ii'"sr^25  d'azote  (5,91^/0  d'azote,  calculi 
5-92  %). 

Par  evaporation  dans  le  vide,  suivie  des  autres  manipula- 
tions indiquees  ci-dessus,  on  put  tirer  de  I'eau-mere  et  de  I'eau 
de  lavage  encore    is',<i  de  produit  monobenzoyle. 

0^^,2130  renfermait    12""^', 4^   d'azote  (5,85  °o). 

Le  rendement  total  s'elevait  a  95  ''/o  de  la  quantite  theorique. 

Dans  une  etude  anterieure'),  oil  I'acide  benzoyle-a-amino- 
fi-oxyvalerique  a  ete  mentionne  pour  la  premiere  fois,  on  I'a 
decrit  comme  une  masse  huileuse  qu'on  n'avait  pas  obtenue  a 
I'etat  cristallin.  Dans  les  premieres  benzoylations  pratiquees  sur 
I'acide   a-amino-d-oxyvalerique,    nous    ne    sommes   pas    parvenus 

*)  Coinptes-rendus  du   Lab.  de  Carlsb.  6,  177   (1905). 
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non  plus  a  obtenir  de  cristallisatioii  du  produit  nionobenzoyle, 
pas  meme  en  le  recristallisant  dans  de  I'eau  ou  I'alcool  dilue ; 
mais  line  fois  le  compose  engendre  en  meme  temps  que  le 
corps  dibenzoyle  (en  milieu  presque  neutre  et  d'ailleurs  tres 
concentre)  et  comme  ce  dernier  corps  precipite  a  I'etat  cristallin, 
nous   n'avons  jamais  eu  de    peine  a  faire    cristalliser  le  compose. 

L'acide  a-amino-r5>-oxyvalerique  est  assez  soluble  dans  I'eau 
chaude,  mais  assez  peu  soluble  dans  I'eau  froide;  dans  I'alcool 
il  est  tres  soluble,  mais  les  autres  dissolvants  neutres  usuels  le 
dissolvent  tres  difficilement,  meme  a  chaud.  L'acide  fond  a 
170°  environ;  mais  le  point  de  fusion  ne  saurait  etre  determine 
bien  nettement. 

Dans  le  travail  que  nous  venons  de  citer  on  a  egalement 
signale  que  le  sel  barytique  de  l'acide  benzoyle-a-amino  fVoxy- 
valerique  s'obtient  sous  forme  d'une  masse  sirupeuse  soluble 
dans  I'alcoGl  absolu.  Nous  sommes  maintenant  parvenus  a  pre- 
parer ce  sel  a  I'etat  solide,  car  laisse  au  repos,  le  liquide 
sirupeux  se  fige  completement ;  toutefois  le  sel  solide,  lui  aussi, 
se  dissout  tres  facilement  tant  dans  I'eau  que  dans  I'alcool 
absolu,  contrairement  au  sel  barytique  de  l'acide  benzoyle-a- 
amino.j'-oxybutyrique  (v.  p.  128). 

b.  Benzoylation  en  liqueur  presque  neutre.  Apres 
dissolution  de  \  20  molecule-gramme  d'acide  a-amino-^-oxyvalerique 
dans  50  cc.  d'eau,  on  benzoyla  avec  28  gr.  de  chlorure  de  ben- 
zoyle  et  environ  190  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.,  en  pre- 
nant  soin,  durant  le  cours  de  la  benzoylation,  de  verifier  que, 
avant  chaque  addition,  la  reaction  fut  bien  neutre  ou  tres  faib- 
lement  alcaline^).  Apr^s  filtration,  on  precipita  par  45  cc.  d'acide 
chlorhydrique  5 -norm,  (calcule  36  cc).  Le  jour  suivant  on  filtra 
de  nouveau,  puis  dechlora  le  precipite  par  lavage  a  I'eau  froide. 
I'our  la  liqueur  filtree  (F),  voir  ci-dessous. 

On  epuisa  a  la  ligroine  le  melange  precipite  d'acide  ben- 
zoique  et  d'acide  dibenzoyle- a -amino- r^-oxyvalerique; 
il  resta  a  I'etat  insoluble  10  gr.  de  produit  dibenzoyle  a  peu 
pres  pur.     Kn  vue  d'une  purification  complete,  on  fit  recristalliser 

')  2X  gr.  clc  chlorure  dc  hcnzoylc  correspondent  a  200  cc.  de  solution  2  norm. 
de  soude;  comme  ccpendant  le  radical  de  benz-oyle  fixe  au  groupe  oxy  n'a 
pas  d'influence  sur  I'alcalinite  de  la  liqueur,  il  s'ensuit  epic  la  quantite  to- 
tale  de  soude  exigce  par  la  benzoylation  sera  inldrieure  a  la  quantite  calculce. 
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dans  250  cc.  d'alcool  a  55  "0.  On  vit  le  compose  se  deposer 
sous  I'aspect  d'assez  grandes  tablettes  aplaties,  presque  rectangu- 
laires  dont,  apres  filtration  et  lavage  avec  de  I'alcool  a  55  %, 
puis  dessiccation  a  I'air,  le  poids  etait  de  8  gr.  De  I'eau-mere 
et  de  ralcool  de  lavage  on  tira  encore  os-^jS. 

0^^2323  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammo- 
niaque  correspondant  a  9"^S55  d'azote  (4,11%  d'azote,  calcule 
4,12%). 

L'acide  dibenzoyle-a-amino-(3-oxyvalerique  est  tres  pen  so 
luble  dans  I'eau  meme  chaude;  il  se  dissout  aisement  dans 
I'alcool,  I'acetone  et  I'ether  acetique,  tandis  que  le  chloroforme 
le  dissout  moins  facilement  et  que  I'ether,  le  benzene,  et  sur- 
tout  la  ligroine,  le  laissent  a  peu  pres  inattaque  II  fond  vers 
164  a  165". 

De  la  liqueur  filtree  (F)"on  elimina  l'acide  benzoique  par 
agitation  avec  de  I'ether,  et  ensuite  on  evapora  dans  le  vide 
comme  indique  a  la  page  124;  on  obtint  3^^9  de  matiere  mo- 
nobenzoylee  pure. 

0^^,2165  renfermait  i2"'g'^,7o  d'azote  (5,87  ^/o  d'azote,  calcule 
5.92  Vo). 

Le  rendement  total  en  produits  de  benzoylation  s'elevait  a 
85  Vo  de  la  theorie. 

c.  Benzoylation  d'acide  monobenzoyle-a-ami  no- 
r5-oxyvalerique  en  liqueur  presque  neutre.  Apres  dis- 
solution de  ^/2o  molecule-gramme  d'acide  monobenzoyle-a-amino- 
f5i-oxyvalerique  (m?'^,86)  dans  25  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm. 
et  25  cc.  d'eau,  on  benzoyla  avec  28  gr.  de  chlorure  de  ben- 
zoyle  et  185  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.  (voir  la  remarque 
p.  125).  Apres  filtration,  on  precipita  par  50  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique  (calcule  44  cc). 

En  operant  de  la  fagon  exposee  sous  b  (v.  p.  125 1,  on  tira 
du  precipita  14  gr.  de  matiere  dibenzoylee  brute  qui,  soumisc 
a  une  recristallisation  dans  300  cc.  d'alcool  a  55  ^o,  fournit 
1 1  s"^, 5  +  O s'^,6  (provenant  de  I'eau-mere)  d'acide  dibenzoyle-o- 
amino-^-oxyval6rique  pur.  De  I'eau-mere  on  recupera  ig'^,3 
d'acide  monobenzoyle-a-amino-(ioxyvalerique. 

os^22i2  de  produit  dibenzoyle  a  donn^,  d'apres  Kjeldahl, 
une  quantite  d'ammoniaciue  correspondant  k  g™sr,o5  d'azote  (4,09% 
d'azote,  calculd  4,12%). 

0*5^1865  de  produit  monobenzoyle  renfermait  io'"8',85  d'azote 
(5,82  %  d'azote,  calcule  5,92  %). 
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Le  rendement  en  produits  de  benzoylation  purs  representait 
82*^/0  du  calcul,  dont  71  ^/o  sous  la  forme  de  produit  dibenzoyle. 

d.  Chauffage  de  I'acide  dibenzoyle- a -amino-d-oxy- 
valerique  en  presence  d'une  lessive  de  soude  au  V20. 
On  fit  dissoudre  V25  molecule-gramme  de  produit  dibenzoyle 
[i^^',6$)  dans  105  cc.  de  lessive  de  soude  normale  et  395  cc. 
d'eau.  (Comme  le  produit  dibenzoyle  exige  pour  sa  neutralisa- 
tion 40  cc.  de  solution  norm,  de  soude  et  que  I'acide  benzoique 
qui  se  separe  pendant  la  chauffe  neutralisera  encore  40  cc,  il 
s'ensuit  qu'apres  la  scission  il  y  aura  dans  environ  500  cc.  un 
excedent  de  25  cc.  de  soude  normale,  c'est-a-dire,  I'alcalinite 
sera  de  V20  environ).  On  porta  la  solution  au  bain  d'eau  bouil- 
lante,  puis,  apres  trois  heures,  on  refroidit  et  precipita  par  25  cc. 
d'acide  chlorhydrique  5 -norm,  (calcule  21  cc).  Apres  avoir  se- 
pare par  filtration  I'acide  benzoique,  on  tira  de  la  liqueur  fiitree, 
par  le  procede  habituel,  7§'^, i  +  is',9  d'acide  monobenzoyle-a- 
amino-^-oxyvalerique. 

o='^,2475  <^u  premier  produit  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une 
quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  i4'"^%4o  d'azote  (5,82  "/o 
d'azote;  calcule   5,92  ^/o). 

oS',2172  du  second  produit  renfermait  i2'"sr^65  d'azote  (5,82^/0). 

Le  rendement  s'elevait  a  94  ^/o  du  calcul. 

2.    Acide  a-amino-7-oxy buty rique. 

a.  Benzoylation  en  liqueur  franchement  alcaline. 
Apres  dissolution  de  V20  molecule-gramme  d'acide  a-amino-7- 
oxybutyrique  (5^'',96)  dans  I2'^'=,5  d'eau  et  37^,5  de  solution 
2-norm.  de  soude,  on  benzoyla,  de  la  maniere  indiquee  sous  i  a 
(v.  p.  124),  avec  28  gr.,  en  tout,  de  chlorure  de  benzoyle  et  230  cc.  de 
lessive  de  soude  2-norm.').  Apres  precipitation  au  moyen  de  I'acide 
chlorhydrique,  separation  de  I'acide  benzoique  et  agitation  avec  de 
I'ether,  on  evapora  dans  le  vide  a  une  temperature  aussi  basse  que 
possible,  jusqu'a  ce  qu'une  abondante  quantite  de  cristaux  se  fussent 
deposes.  Apres  avoir  laisse  au  repos  dans  la  glaciere  jusqu'au  len- 
(lemain,  on  filtra,  puis  dechlora  le  depot  a  I'eau  glacee.  Rende- 
ment en  acide  ni  o  n  o  b  e  n  z  o  y  1  e  -  a  -  a  m  i  n  o  -  j'  -  o  x  y  b  u  t  >'  r  i  q  u  e : 
6*^,2.     (Pour  la  liqueur  fiitree  F,  voir  ci-dessous). 

')  E.  Fischer  et  11.  Ulumcnlhal  (Her.  d.  ileutsch.  chein.  (ics.  40,  112 
f'1907))  ont  hrn/.oyic  I'sicide  «■  amino  -  y- oxyhutyri(]UC  dans  dcs  conditions 
analogues.      Us  n'ont  cgalemenl  obtenu  (jue  le  jjroduit  monohcnzoylc. 
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0^^2492  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammoni- 
aque  correspondant  a  iS^^StS  d'azote  (6,32  "/o  d'azote;  calcule 
6,29  Vo). 

L'acide  monobenzoylea-amino-7-oxybutyrique  est  tres  soluble 
dans  I'alcool,  I'acetone  et  I'ether  acetique,  mais  assez  pen  soluble 
dans  I'ether,  le  chloroforme,  le  benzene  et  la  ligroine.  Dans 
I'eau  froide  il  est  egalement  assez  peu  soluble;  chauffe  avec  de 
I'eau  il  se  dissout,  mais  se  transforme  facilement  en  lactone;  un 
refroidissement  rapide  fait  deposer  l'acide  sous  forme  de  cristaux 
aciculaires,  souvent  groupes  en  rosettes,  et  ordinairement  entre- 
meles  de  cristaux  de  lactone:  prismes  aplatis.  L'acide  est  fu- 
sible, bien  que  d'une  faqon  peu  nette,  a  138*^;  chauffe  en  tube 
capillaire,  il  fond,  d'apres  E.  Fischer  et  H.  Blumenthal,  a 
121  °  (corr.) 

Contrairement  au  compose  correspondant  du  terme  C5  (v. 
p.  125),  le  sel  de  baryum  est  peu  soluble  dans  I'eau  et  presque 
insoluble  dans  I'alcool.  Additionnee  d'alcool,  puis  abandonnee 
au  repos,  la  solution  aqueuse  le  laisse  deposer  a  I'etat  de  cris- 
taux prismatiques,  anhydres. 

Par  exposition  sur  l'acide  sulfurique  dans  le  vide,  le  sel  ne 
subit  pas  de  diminution  de  poids. 

o^S33oo  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  cjuantite  d'ammoni- 
aque  correspondant  a  i5'"S'^,qo  d'azote  (4,82  ^0  d'azote;  calcule 
4,83  Vo). 

o?'',4o8i  a  donne  og'',i634  de  sulfate  de  baryum  (23,56^/0  de 
baryum;  calcule   23,62^0). 

Par  une  demi-heure  de  chauffage  de  la  liqueur  filtree  (F) 
au  bain-marie  bouillant,  le  compose  monobenzoyle  present  se 
transforma  en  lactone.  Ensuite  on  rendit  la  solution  presque 
neutre  au  moyen  de  lessive  de  soude,  puis  la  fit  evaporer  dans 
le  vide  jusqu'a  siccite.  On  fit  subir  au  residu  une  ebullition  en 
presence  de  200  cc.  d'alcool  a  93  °/o,  dilua  la  solution  alcoolique 
ainsi  obtenue  avec  de  I'eau,  et  evapora  dans  le  vide  jusqu'a 
formation  d'une  abondante  quantite  d'huile.  Une  nouvelle  chaufie 
au  bain-marie  fit  rentrer  le  tout  en  dissolution,  et  apres  reiroi- 
dissement  on  obtint  3  gr.  de  lactone  benzoy le-a-amino-}'- 
oxy  buty  rique,  qui  se  deposa  sous  forme  de  cristaux  pris- 
matiques, aplatis,  et  dont  quelques-uns  se  terminaient  en  pignon. 

08^1705  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammoni- 
aque  correspondant  k  1 1'^^^SS  d'azote  (6,77  %  d'azote,  calcule  6,84  *'/o). 

La  lactone,  assez  soluble  dans  I'eau  chaude,  se  dissout  dif- 
ficilement  dans  I'eau  froide;    la   solution  aqueuse  est  de  reaction 
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neutre.  Elle  est  tres  soluble  dans  I'alcool,  I'acetone,  I'ether  ace- 
tique  et  le  chloroforme;  elle  Test  moins  dans  le  benzene,  et 
I'ether  et  la  ligroine  la  dissolvent  difficilement.  Elle  est  fusible 
vers  144°  a  MS*';  d'apres  E.  Fischer  et  H.  Blumenthal, 
elle  fond  a  142"  (corr.)  quand  on  la  chauffe  en  tube  capillaire. 
Le   rendement  total  s'elevait  a  85  °/o  de  la  theorie. 

b.  Benzoylation  en  liqueur  presque  neutre.  Apres 
dissolution  de  ^/2o  molecule-gramme  d'acide  a-amino-y-oxybuty- 
rique  (S^SQS)  dans  50  cc.  d'eau,  on  benzoyla,  de  la  maniere  in- 
diquee  sous  i  b  (v.  p.  125),  avec  28  gr.  de  chlorure  de  benzoyle 
et  environ   190  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm. 

Le  produit  precipite,  qui  etait  forme  par  un  melange  d'acide 
benzoi'que  et  d'acide  dibenzoyle-a-amino-j^-oxybuty- 
rique,  fut  epuise  a  la  ligroine.  On  soumit  alors  le  compose  di- 
benzoyle  brut,  qui  accusait  un  poids  de  9  gr.,  a  une  recristalli- 
sation  dans  150  cc.  d'alcool  a  93  *'/o,  qui  le  laissa  deposer  sous 
forme  de  cristaux  aplatis,  souvent  hexagonaux,  quelquefois  pres- 
que lamelles.     Rendement:  7  gr. 

os'^,2070  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammo- 
niaque  correspondant  a  S'^s'^jQo  d'azote  (4,30  *'/o  d'azote,  calcule 
4,29  ^o). 

L'acide  dibenzoyle-a-amino-/-oxybutyrique  est  tres  pen  so- 
luble dans  I'eau  meme  bouillante;  a  chaud,  il  se  dissout  facile- 
ment  dans  I'alcool,  I'acetone  et  i'ether  acetique,  mais  difficile- 
ment dans  I'ether,  le  chloroforme,  le  benzene  et  la  ligroine.  II 
fond  vers  210°  a  211''. 

De  la  liqueur  chlorhydrique  filtree  du  melange  d'acide  ben- 
zoique  et  de  produit  dibenzo}le  on  isola,  en  operant  de  la  ma- 
niere indiquee  a  la  p.  128,  la  lactone  du  produit  monobenzoyle. 
Rendement:  4  gr. 

os^I83o  renfermait  I2'"g^45  d'azote  (6,80  *'/o  d'azote,  calcule 
6,84  o/o). 

Le    rendement  total  en    produits  benzoyles    purs    s'elevait    a 

82  %  du  calcul. 

c.  Benzoylation  de  l'acide  monobenzoyle-a-amino- 
y-oxybutyrique  en  liqueur  presque  neutre.  En  operant 
de  la  maniere  indiquee  sous  i  c  (v.  p.  126),  on  benzoyla  '/20 
molecule-gramme  de  produit  monobenzoyle  (iik',i6),  puis  pro- 
c(^da  exactement  comme  nous  I'avons  d^crit  a  la  rubrique  2  b 
(v.  p.  129). 
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On  obtient  lO'^,!  de  produit  dibenzoyle  brut  qui,  recristal- 
lise  dans  I'alcool,  fournit  en  premier  lieu  8s^i  d'acide  dibenzoyle- 
a-amino-)'-oxybutyrique  pur. 

o?'^,23i9  du  produit  brut  a  donne ,  d'apr^s  Kjeldahl,  une 
(juantite  d'ammoniaque  correspondant  a  9'^S'-,65  d'azote  (4,16  ^/o 
d'azote,  calcule  4,29^/0). 

05^2505  du  produit  recristallise  renfermait  lo^^^do d'azote (4,23*^/0). 

On  tira  de  la  liqueur  filtree  chlorhydrique  2g'^,65  de  lactone 
monobenzoyle-a-amino-;'-oxybutyrique  pure. 

05^2622  renfermait  ly'^^r^go  d'azote  (6,83  ^,0  d'azote,  calcule 
6,84  Vo). 

Le  rendement  total  en  produits  benzoyles  purs  representait 
76  "0  du  calcul. 

d.  Chauffage  de  I'acide  dibenzoyle- a -amino-y- 
oxybutyriqueenpresencedesolutionnorni.au  V20  d'hy- 
droxyde  sodique.  On  soumit,  pendant  trois  heures,  a  I'ebul- 
lition  du  bain-marie  une  solution  de  V20  molecule-gramme  de 
produit  dibenzoyle  (i6?'',36)  dans  125  cc.  d'une  lessive  de  soude 
normale  et  375  cc.  d'eau.  Apres  refroidissement,  on  precipita 
par  un  petit  exces  d'acide  chlorhydrique,  puis  separa  par  filtra- 
tion I'acide  benzoique,  et  finalement  on  elimina  le  reste  de 
I'acide  benzoique  par  agitation  avec  de  I'ether.  On  obtint,  en 
tout,  ysr^i  d'acide  benzoique,  malgre  que  V20  molecule-gramme 
de  cet  acide  ne  pese  que  6'"',  i;  on  peut  en  conclure  qu'une 
petite  quantite  (16  Vo  environ)  du  produit  monobenzoyle  a  subi 
une  scission  ulterieure  en  acide  benzoique  et  acide  a-amino-;-- 
oxybutyrique. 

Par  le  procede  habituel  (v.  2  a  p.  127),  on  put  tirer  de  la  li- 
(jueur  filtree  et  delivree  de  I'acide  benzoique  5sr,8  d'acide  mo- 
nobenzoyle-a-amino-j'-oxybutyrique  pur  et  2''',4  de  la  lactone  de 
cet  acide. 

0^^2395  du  produit  monobenzoyle  a  donne  d'apres  Kjeldahl, 
une  (juantite  d'ammoniaque  correspondant  a  I5"'s^I5  d'azote  (6,33  "/o 
d'azote,  calcule  6,29  Vo). 

02^^2070  de  la  lactone  renfermait  i4'"g^io  d'azote  (6,81  °/o 
d'azote,  calcule  6,84  Vo). 

Le  rendement  total  representait  76^/0  du  calcul. 

Un  chaufifage  avec  une  plus  forte  lessive  de  soude  a  amene 
un  d^doublement  notablement  plus  avance  du  compose  mono- 
benzoyle. C'est  ainsi  qu'apres  trois  heures  de  chaufifage au  bain- 
marie  bouillant  de    V20    molecule-gramme    d'acide    dibenzoyle-a- 
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amino-y-oxybutyrique  en  presence  de  ^'2  1.  de  lessive  normale 
de  soude,  la  scission  fut  a  pen  pres  complete,  car  elle  nous 
fournit  ii^^4  d'acide  benzoique,  rendement  peu  inferieur  a  celui 
calcule  pour  une  scission  complete:   12^^,2. 

3.    Serine  (acide  a-amino-/)-oxypropionique) 

a.  Benzoyl  at  ion  en  liqueur  franchement  alcaline. 
Apres  dissolution  de  V20  molecule-gramme  de  serine^)  (55^25) 
dans  37'^'^, S  de  lessive  de  soude  2-norm.  et  I2'="=,5  d'eau,  on  ben- 
zoyla  la  solution  avec  28  gr.  de  chlorure  comme  decrit  sous  i  a 
(v.  p.  124).  Ensuite  on  precipita  par  I'acide  chlorhydrique,  epuisa 
avec  de  I'ether,  et  evapora  dans  le  vide  jusqu'a  apparition  d'une 
abondante  quantite  de  cristaux.  Le  lendemain,  on  filtra,  puis 
dechlora  le  precipite  au  moyen  d'eau.   Serine  monobenzoylee 

I:  4^^7- 

Soumises  a  une  evaporation  ulterieure  comme  precedemment, 
I'eau-mere  et  I'eau  de  lavage  fournirent  un  produit  II:  3  gr. 

o?'^,2oo2  de  la  preparation  I  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une 
quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  I3'"SS35  d'azote  (6,67  ^/o 
d'azote,  calcule  6,'ji^/o). 

o?'^,23oo  de  preparation  II  renfermait   i5™g'',4o  d'azote  (6,70^/0). 

Le  rendement  total  representait  74  Vo  du  calcul;  cependant, 
la  derniere  eau-mere,  qu'on  ne  traita  pas  ulterieurement,  aurait 
sans  doute  pu  fournir  encore  un  peu  de  serine  monobenzoylee. 

La  serine  monobenzoylee  est  assez  soluble  dans  I'eau  chaude, 
mais  assez  peu  soluble  dans  I'eau  froide;  elle  cristallise  en  ta- 
blettes  aplaties,  tetragonales  ou  hexagonales,  souvent  un  peu 
allongees,  fusibles  a  171°.  Elle  se  dissout  facilement  dans  I'al- 
cool,  I'acetone  et  I'ether  acetique,  tandis  que  I'ether,  le  chloro- 
forme,  le  benzene  et  la  ligroine  la  dissolvent  peu  ou  pas  du  tout. 

b.  Benzoylation  en  liqueur  presque  neutre.  Apres 
dissolution  de  V20  molecule-gramme  de  serine  (5^'',25)  dans  50  cjc. 
d'eau,  on  benzoyla  la  solution  par  28  gr.  de  chlorure  de  ben- 
zoyle  et  environ  75  cc.  de  lessive  de  soude  5 -norm.,  tout  a  fait 
comme  indique  sous   i  b  (v.  p.  125). 

Le  melange  precipite  d'acide  benzoique  et  de  serine  di- 
benzoylee  fut  epuise  a  la  ligroine,  apres  quoi  le  produit  di- 
benzoyl^   brut   accusait   un    poids   de   4K'',3.     Une  ebullition  avec 


')  Pr6par6e  suivant  Ic  jiroccdc  de  H.  Leuchs  ct  W.  Clcigcr  (Her.  d.  deutsch. 
chem.  Ges.   39,   2644  (1906;). 
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lOf)  -f  50  +  25  cc.  de  benzene  fit  entrer  en  dissolution  la  serine 
dibenzoylee,  qu'un  refroidissement  subsequent  fit  deposer  en 
aiguilles  tres  minces.  Rendement  apres  dessiccation  a  I'air:  S'^^j. 
L'ebullition  avec  le  benzene  laissa  inattaque  un  peu  de  se- 
rine monobenzoyiee  impure;  recristallisee  dans  I'eau,  elle  fournit 
0''',6  du  produit  pur. 

o&'',3428  de  serine  dibenzoylee  a  donne,  d'apres  Kj  el  da  hi, 
une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  i5'^s'',25  d'azote  (4,45*^/0 
d'azote,  calcule  4,48  %). 

oS'',37Q7  de  serine  monobenzoyiee  renfermait  2^"*^^,^^  d'azote 
(6,68  Vo  d'azote,  calcule  6,71  •'/o). 

La  serine  dibenzoylee  est  peu  soluble  dans  I'eau  a  chaud, 
insoluble  a  froid ;  elle  est  tres  soluble  dans  I'alcool,  I'acetone, 
I'ether  acetique  et  le  chloroforme.  Le  benzene  la  dissout  a 
chaud,  mais  a  froid  il  la  laisse  presque  inattaquee;  Tether  et  la 
ligroine  la  dissolvent  avec  difficulte.     II  fond  vers   124*^. 

La  liqueur  chlorhydrique  filtree  du  melange  d'acide  ben- 
zoique  et  de  serine  dibenzoylee,  fut  epuisee  a  I'ether  pour  lui 
enlever  I'acide  benzoique,  et  puis  on  la  neutralisa  au  moyen 
dune  lessive  de  sonde;  teneur  totale  en  azote:  475  mgr.  Une 
addition  de  35  cc.  d'acide  chlorhydrique  normal  (la  dose  equi- 
valente  a  I'azote)  mit  en  liberte  la  serine  monobenzoyiee  pre- 
sente  et,  apres  evaporation  dans  le  vide  jusqu'a  siccite,  on  traita 
le  residu  a  la  temperature  ordinaire  par  150  cc.  d'alcool  a  93  °/0, 
ce  qui  fit  entrer  en  dissolution  la  serine  monobenzo}'lee  et  laissa 
indissous  le  chlorure  sodique  exempt  d'azote.  Apres  filtration, 
lavage  a  I'alcool  et  dilution  avec  un  peu  d'eau,  on  evapora  dans 
le  vide  jusqu'a  apparition  d'une  abondante  quantite  de  serine 
monobenzoyiee.  On  obtint  en  premier  lieu  5  gr.  de  serine  mo- 
nobenzoyiee pure,  et  I'eau-mere  fournit  en  plus  o5'^,6  de  la  meme 
combinaison  presque  pure. 

o?'',i74o  du  premier  produit  renfermait  ii™?:%55  d'azote  (6,64  "0 
d'azote,  calcule  6,71^/0). 

05^,2413   du  second  produit  renfermait  i5"'§S65  d'azote  (6,49  Vo). 

Le  rendement  total  representait  done  environ  80  ^o  du 
calcul. 

c.  Benzoylation  de  la  serine  monobenzoyiee  en 
liqueur  presque  neutre.  On  benzoyla,  par  le  procede  in- 
dique  sous  i  c  (v.  p.  126),  V20  molecule-gramme  de  serine  mono- 
benzoyiee (105^,46). 

Soumis  a  une  extraction  au  moyen  de  la  ligroine,  le  melange. 
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precipite  par  I'acide  chlorhydrique,  d'acide  benzo'ique  et  de  pro- 
duits  de  benzoylation  laissa  13  gr.  de  serine  dibenzoylee  brute. 
Une  ebullition  de  celle-ci  en  presence  de  500  cc,  en  tout,  de 
benzene  laissa  indissous  os'',3  de  serine  monobenzoyiee  pure, 
tandis  que  la  solution  dans  le  benzene  laissa  deposer  I2g'',i  de 
serine  dibenzoylee  pure. 

osr,i68o  de  serine  monobenzoyiee  a  donne,  d'apr^s  Kjeldahl, 
une  quantite  correspondant  a  ii'^s^js  d'azote  (6,76*^/0  d'azote,  cal- 
cule  6,71  %). 

02^2145  de  serine  dibenzoylee  renfermait  9"'2S55  d'azote 
(4,45  Vo  d'azote,  calcule  4,48  *'/o). 

De  la  liqueur  chlorhydrique  filtree  du  melange  d'acide  ben- 
zoique  et  de  serine  dibenzoylee,  I'acide  benzoique  fut  extrait 
par  agitation  a  I'ether,  et  ensuite  on  soumit  a  une  forte  evapo- 
ration dans  le  vide.  Dechlore  par  lavage  avec  de  I'eau,  le  re- 
sidu  cristallin  ne  pesait  qu'un  peu  plus  de  o^\2 ;  on  constata 
qu'il  etait  constitue  par  de  la  serine  monobenzoyiee  pure;  par 
consequent,  le  produit  dibenzoyle  a  ete  precipite  integralement 
en  meme  temps  que  I'acide  benzoique. 

osr,2oo8    renfermait    i3"'S'^,4o    d'azote    (6,67^/0    d'azote,    calcule 

6.71  V 

Le  rendement  total  representait  82  ^'/o  du  calcul. 

d.  Chauffage  de  serine  dibenzoylee  avec  une  les- 
sive  de  sonde  norm,  au  V20.  Une  solution  de  V25  molecule- 
gramme  de  serine  dibenzoylee  (i2g'^,53)  dans  105  cc.  de  solution 
normale  de  sonde  et  395  cc.  d'eau,  fut  portee  au  bain-marie. 
Apres  trois  heures  d'ebullition,  on  refroidit,  precipita  par  un  petit 
exces  d'acide  chlorhydrique,  separa  par  filtration  I'acide  ben- 
zoique, et  epuisa  la  liqueur  a  I'ether,  afin  d'eliminer  le  reste  de 
I'acide  benzoique.  On  obtint,  en  tout,  5S'^,5  d'acide  benzoique, 
tandis  que  ^/25  molecule-gramme  ne  pese  que  4S'^,9;  on  pent  en 
calculer  que  12%  environ  de  la  serine  monobenzoyiee  a  subi 
une  scission  complete  en  acide  benzoique  et  serine. 

Par  evaporation,    sans   Elimination    du   sel   marin,    on   tira  de 

la  li(|ueur  filtree   exempte  d'acide  benzoique  5^^,5  de  serine  mo- 

benzoylee  pure,    et  de  I'eau-mere  encore  01^^,8  de  la  nirme  com- 

binaison  egalement  pure. 

0^'.2353  du  premier  produit  a  donne,  d'apr^s  Kjeldahl,  une 
quantite  d'ammoniaciue  correspondant  a  i5"'«',75  d'a/ote  (6.69  "'0 
d'azote,  calcule  6,71%). 
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oS'^,2032   du  second  produit  renfermait  is'^^SSs  d'azote  (6,67  %). 
Le  rendement  ^tait  de  75  Vo  de  calcul. 

4.    Acide  aai-diaminopimelique 

a.  Benzoylation  en  liqueur  franchement  alcaline. 
Une  solution  de  ^/loo  molecule-gramme  d'acide  diaminopimelique 
(1^^,90)  dans  15  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.  +  5  cc.  d'eau, 
fut  benzoylee  avec  1 1  gr.  de  chlorure  de  benzoyle  et  90  cc.  de 
lessive  de  soude  2-norm.,  exactement  de  la  fagon  indiquee  sous 
I  a  (v.  p.  124).  Apres  filtration  de  la  solution  presque  tout  a  fait 
limpide,  on  precipita  par  un  petit  exces  d'acide  chlorhydrique, 
et  abandonna  jusqu'au  lendemain.  Dans  cet  intervalle  le  pre- 
cipite,  qui  d'abord  presentait  un  aspect  grumeleux,  denotant 
la  presence  d'un  peu  d'huile,  devint  parfaitement  cristallin. 
Apres  filtration,  puis  lavage  a  I'eau  froide,  on  soumit  le  preci- 
pite  a  une  dessiccation  a  I'air  et  ensuite  a  une  extraction  au 
moyen  de  la  ligroine.  L'acide  dibenzoyle-diaminopime- 
lique,  qui  accusait  un  poids  de  32^53,    etait  a  I'etat  de  purete. 

°^^I973  3,  donne,  d'apr^s  Kjeldahl-Gunning,  une  quan- 
tity d'ammoniaque  correspondant  a  i3™s%8o  d'azote  (6,99  °/o  d'azote, 
calcule  7,05  Vo). 

Le  rendement  s'elevait  a  89  °/o  du  calcul. 

Une  nouvelle  cristallisation  de  l'acide  dibenzoyle-diamino- 
pimelique  dans  lOO  cc.  d'alcool  a  25  %  laissa  deposer  le  produit 
sous  forme  d'un  precipite  grumeleux  caseeux,  qui  sous  le  mi- 
croscope apparaissait  exclusivement  en  fines  aiguilles,  souvent 
groupees  en  faisceaux.  Separe  par  filtration,  le  precipite  subit 
un  lavage  avec  de  I'alcool  a  25  ^/o,  puis  une  dessiccation  a  I'air. 
Rendement:  2^:^,9. 

0^^,2302  a  donne,  d'apres  Kjeldahl-Gunning,  une  quan- 
tity d'ammoniaque  correspondant  k  i6™s%i5  d'azote  (7,02^/0  d'azote, 
calculi  7,05  ^/o). 

L'acide  dibenzoyle-diaminopimelique  est  tres  peu  soluble 
dans  I'eau  nieme  bouillante;  il  se  dissout  facilement  a  la  tem- 
perature ordinaire  dans  I'alcool,  I'acetone  et  I'ether  acetique,  mais 
difficilement,  mcme  a  chaud,  dans  I'ether,  le  chloroforme,  le 
benzene  et  la  ligroine.  II  fond,  bien  que  pas  tres  nettement, 
vers  220°. 

b.  Benzo>lation  en  liqueur  presque  neutre.  Une 
solution  de  V^o  molecule  gramme  d'acide  diaminopimelique  (48^,76) 
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dans  25  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.  +  50  cc.  d'eau,  fut 
benzoylee,  de  la  maniere  decrite  sous  i  b  (v.  p.  125),  avec  28  gr. 
de  chlorure  de  benzoyle  et  180  cc.  (en  sus  des  25  cc.  ajoutes 
auparavant)  de  lessive  2-norm.  On  reconnut  que  I'acide  diben- 
zoyle-diaminopimelique  debarrasse  de  i'acide  benzoique  a  I'aide 
de  la  ligroine,  etait  pur  et  pesait  95^2,  poids  qui  repond  a  un 
rende^ment  de  93  °/o  de  la  theorie. 

0^^1613  a  donne,  d'apres  Kjeldahl-Gunning  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  ii'"S',4o  d'azote  (7,07%  d'azote, 
calcule   7,05  ^/o). 

Une  recristallisation  dans  200  cc.  d'alcool  a  25  "/o  fournit  en 

premier  lieu  7  gr.,  et  I'eau-mere   1^1^,2. 

oS'^,2386  de  la  preparation  I  a  donne,  d'apres  'Kjeldahl- 
Gunning,  une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  16'"-'', 80 
d'azote  (7,04^/0  d'azote,  calcule  7,05^/0). 

d.  Chauffage  de  I'acide  dibenzoyle-diaminopime- 
lique  avec  une  lessive  de  soude  au  ^/2o.  On  chauft'a  au 
bain  d'eau  bouillante,  pendant  trois  heures,  ^/so  molecule-gramme 
de  produit  dibenzoyle  (7^',97)  avec  65  cc.  de  solution  normale 
de  soude  et  435  cc.  d'eau.  Apres  refroidissement,  on  ajouta 
15  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -norm.  Meme  apres  repos  jusqu'au 
lendemain,  I'acide  dibenzoyle-diaminopimelique  precipite  ne  s'etait 
cependant  pas  cristallise  completement.  On  le  soumit  alors  a 
une  nouvelle  cristallisation  dans  2C0  cc.  d'alcool  a  25  ^/o,  et 
maintenant  on  le  vit  se  deposer  sous  I'aspect  ordinaire  de  cris- 
taux  a  I'etat  de  purete.     Rendement:  6  gr. 

0^^2122  a  donn6,  d'apres  Kjeldahl-Gunning,  une  quantity 
d'ammoniaque  correspondant  a  i4'"g'',9o  d'azote  (7,02  Vo  d'azote,  cal- 
cule  7,05  '^/o). 

On  separa  par  filtration  le  produit  brut  et  epuisa  a  I'ether 
la  liqueur  filtree  chlorhydrique  ainsi  obtenue.  Comme  cepen- 
dant la  solution  etheree  ne  renfermait  qu'une  trace,  tout  au  plus, 
d'acide  benzoique,  on  evapora  la  solution  chlorhydrique  dans  le 
vide  jusqu'a  siccite  et  epuisa  le  residu  avec  100  cc.  d'alcool  a 
93  ^/o,  traitement  qui  laissa  le  chlorure  sodique  exempt  d'azote. 
On  melangea  la  solution  alcoolique  avec  I'eau-mcre  provenant 
des  6  gr.  de  produit  dibenzoyle  pur,  et  ensuite,  apres  addition 
de  100  cc.  d'eau,  on  distilla  I'alcool  dans  le  vide,  ce  qui  laissa 
deposer  encore  l^\j  d'acide  dibenzoyle-diaminopimelique  a  I'etat 
cristallin,  mais  pas  tout  a  fait  pur. 

'^*^'>^S1S   ^  donne,  d'apr(^s  Kjeldahl-Gunning,    une    i|uantite 
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d'ammoniaque    correspondant    a    io'°^'^,55    d'azote    (6,70%    d'azote, 
calcule  7,05  %). 

Des    7^S97    mis    en    oeuvre    on    a   done    recupere    "J^^T,    en 

d'autres  termes,    le  compose  n'a  pas  subi  de  perte  par  le  chauf- 

fage  avec  la  lessive  de  soude  norm,  au   V20. 

5.    Acide  aa^-diaminoadipique 

b.  Renzoylation  en  liqueur  presque  neutre.  Nous 
avions  I'intention  de  benzoyler  de  la  fa^on  habituelle  ^/so  mole- 
cule-gramme d'acide  diaminoadipique  (S^SS/)  avec  28  gr.  de 
chlorure  de  benzoyle  et  200  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.,  et 
a  cet  effet,  apres  avoir  fait  dissoudre  I'acide  amine  dans  35  cc. 
de  lessive  2-norm.  (calcule  33'^'^,3),  nous  avons  ajoute  par  por- 
tions, Vio  chaque  fois,  le  chlorure  de  benzoyle  et  le  reste  de  la 
lessive  de  soude.  Cependant,  malgre  I'alcalinite  bien  nette  de 
la  solution,  on  constata,  apres  addition  de  deux  ou  trois  portions, 
I'apparition  d'un  depot,  et  apres  sept  additions  le  flacon  se  montra 
tellement  rempli  d'ecume  et  de  depot  que  nous  avons  forcement  du 
interrompre  I'experience.  Le  depot  etait  probablement  forme  par  le 
sel  sodique  de  I'acide  dibenzoyle-diaminoadipique;  car  une  addition 
ulterieure  de  soude  ne  le  fit  pas  entrer  en  dissolution,  tandis 
qu'on  y  arriva,  apres  separation  par  filtration,  en  lavant  avec  de 
I'eau.  On  melangea  la  solution  et  I'eau  de  lavage,  sans  qu'il  se 
produisit  de  depot  dans  la  liqueur  maintenant  diluee;  ensuite 
on  precipita  par  un  petit  exces  d'acide  chlorhydrique  5-norm. 
La  liqueur  filtree  ne  renfermait  que  5  mgr.  d'azote:  la  benzoyla- 
tion  a  done  ete  complete,  et  le  produit  de  benzoylation  a  ete 
precipite  en  totalite. 

Apres  avoir  dechlore  par  lavage  a  I'eau  froide  le  melange 
precipite  d'acide  benzoique  et  de  produit  de  benzoylation,  on  le 
soumit  a  une  ebullition  avec,  en  tout,  1500  cc.  d'eau,  ce  qui  fit 
entrer  en  dissolution  I'acide  benzoique,  tandis  que  I'acide  di- 
benzoyle-diaminoadipique resta  indissous. 

Par  refroidissement,  I'acide  benzokiue  se  deposa  a  nouveau  de 
la  solution  aqueuse  obtenue;  I'acide  benzoique  cristallise  contenait, 
en  tout,  33  mgr.  d'azote,  tandis  cjue  reau-m^re  etait  exempte  d'azote: 
par  consetjuent,  I'acide  dibenzoyle-diaminoadipitiue  est  tres  peu  so- 
luble dans  I'eau  bouillante,  mais  insoluble  dans  I'eau  froide. 

L'acide  dibenzoyle  diaminoadipique  est  si  peu  soluble,  meme 
a  chaud,  dans  tous  les  dissolvants  neutres  usuels  (alcool,  acetone, 
ether   acetique,    chloroforme    et   l^enzene)   qu'il   est  difficile  de  le 
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faire  recristalliser.  Toute  la  quantite  d'acide  obtenue  fut  sou- 
mise  a  une  ebullition  avec  800  cc.  d'alcool  absolu;  mais  seule- 
ment  une  partie  de  I'acide  entra  en  dissolution,  alors  que  le 
reste  demeura  en  suspens  dans  la  liqueur  sous  forme  dune 
poudre  fine  qui  etait  entrainee  a  travers  le  filtre;  ce  n'est  qu'apres 
avoir  laisse  en  repos  jusqu'au  lendemain  qu'on  put  la  separer.  II 
resta  de  I'acide  dibenzoyle-diaminoadipique  I:  6?'^,2. 

o?%22i3  a  donne,  d'apres  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammo- 
niaque  correspondant  a  i6'"sr,i3  d'azote  (7,29^/0  d'azote,  calcule 
7,31%). 

On  additionna  d'eau  la  solution  alcoolique,  puis  distilla  lal- 
cool  dans  le  vide,  ce  qui  fit  deposer  a  I'etat  microcristallin  I'acide 
dibenzoyle-diaminoadipique  II  (6-'', i). 

o?'',2  704  accusait  une  teneur  en  azote  de  ig"i='',55  (7,23^/0 
d'azote,  calcule  7,31  ^/o). 

Le  rendement  total  (i2?'',3)  s'elevait  a  96  Vo  du  calcul  (i25'',S). 

L'acide  dibenzoyle-diaminoadipique  fond  entre  270°  et  275*^ 
et  se  decompose  immediatement  en  noircissant. 


Pour  terminer,  nous  ferons  seulement  remarquer  que  par  un 
chauffage  de  trois  heures  au  bain-marie  bouillant  du  sel  sodique 
de  Vso  molecule-gramme  d'acide  hippurique  (j^^C) 

a)  en  presence  de  200  cc,  de  solution  normale  de  sonde, 
nous  sommes  arrives  a  separer  i^',-,  d'acide  benzoique  (soit  61  *^/0 
de  la  quantite  totale) ; 

b)  en  presence  de  200  cc.  de  solution  norm,  au  Vo  de  soude, 
nous  avons  obtenu  0''',35  d'acide  benzoique  (14  ^/o  de  la  quantite 
totale),  et 

c)  en  presence  de  200  cc.  de  solution  norm,  au  ^/2o  de  soude, 
nous  n'avons  obtenu  que  0''',o6  d'acide  benzoique  (2,5  '^/o  de  la 
quantite  totale;. 

A/ars  rgo8. 


ON  TORULA 
IN  ENGLISH  BEER  MANUFACTURE 

H.  SCHI0XXL\G. 

1.   Why  the  attempts  to  produce 

typical  English  beers  by  means  of  Saccharomyces 

species  alone  did  not  succeed. 

After  Hansen  in  1883  had  introduced  his  system  of  pure 
l\  yeast  culture  in  the  manufacture  of  bottom  fermentation 
beer,  a  complete  revolution  took  place  also  in  other  branches 
of  the  fermentation  industry. 

It  was  quite  natural  that  top  fermentation  brewing  was  the 
branch  which  might  he  expected  to  be  the  first  to  adopt  the 
new  reform;  but  here  things  did  not  go  on  as  quickly  as  might 
have  been  expected. 

In  this  department  the  merit  of  introducing  the  pure  cul- 
ture system  is  due  to  Alfred  Jo rgen sen.  In  1885^)  he  pre- 
pared by  Hansen's  method  a  single  cell  top  fermentation  yeast, 
and  made  with  this  yeast  his  initiatory  experiment  in  the  domain 
of  top  fermentation.  As  he  states  himself,  the  results  were  not 
yet  quite  conclusive;  but  he  expresses  the  conviction  that  the 
pure  yeast  system  will  one  day  be  adopted  in  this  branch  ot 
fermentation  industry  also,  just  as  it  had  at  that  time  been  ef- 
fected completely  in  bottom  fermentation.  After  surmounting 
some  difficulties,  his  attempts  were  little  by  little  crowned  with 
success  in  some  of  the   top   fermentation  breweries  in  Denmark. 


^)  Alfred  Tergensen:  Vorliiufiger  Bericht  iiber  Versuche  im  grossen  mit 
absolut  reiner  (Iberhefc  nach  Hansen '  s  Methode  dargesiellt.  Allg.  Zeitschr. 
f.   Bierbr.    u.    Malzfabr.    13,    713  (1885). 
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Since  that  year  Jorgensen  has  published  a  series  of  ar- 
ticles on  the  subject  of  top  fermentation  in  various  periodicals. 
Amongst  his  memoirs  on  this  topic,  the  one  which  appeared  in 
1893  in  the  "Zeitschrift  fiir  das  gesammte  Brauwesen"  in  Munich^) 
may  be  mentioned  here  as  the  most  important.  At  that  period 
the  question  had  reached  a  certain  relative  completion,  as  far 
as  the  top  fermentation  industry  of  the  European  Continent  was 
concerned.  He  says  in  the  passage  quoted:  "Moreover,  it  is  in- 
disputable that  Hansen's  system,  which  is  so  very  ingenious 
in  its  grand  simplicity,  implies  the  very  same  advantages  in  the 
case  of  the  top  fermentation  as  in  the  bottom  fermentation".  Further: 
"All  these  observations  have  proved  once  more  that  the  funda- 
mental idea  of  Hansen's  system  does  apply  as  well  to  top  as 
to  bottom  fermentation." 

The  use  of  pure  cultivated  yeast  in  top  fermentation  did 
not,  however,  come  into  general  use  outside  of  Denmark  until 
the  Berlin  Station  took  the  matter  in  hand.  With  the  aid  of 
this  Station  the  German  top  fermentation  breweries,  most  of 
which  are  too  small  to  be  able  to  bear  the  expenses  which  the 
cultivation  of  pure  yeast  entails,  now  obtained  facilities  for  being 
provided  with  pure  yeast.  The  man  who  was  specialh'  active 
in  this  field  was  Professor  F.  Schdnfeld,  the  director  of  the 
top  fermentation  department  of  the  "Institut  fiir  Garungsgewerbe  ' 
at  Berlin.  From  his  remarks  in  a  lecture  given  before  the  Fifth 
International  Congress  for  Applied  Chemistry  in  Berlin'-'),  it  ap- 
pears that  the  introduction  of  this  reform  went  on  more  slowly 
in  top,  than  it  did  in  bottom  fermentation  breweries.  He  says 
on  this  subject  in  the  lecture  referred  to:  "No  sooner  had  Hansen 
introduced  his  single  cell  culture  than  his  method  was  adopted 
with  enthusiasm  by  low  fermentation  brewers,  who  clearly  saw 
the  importance  of  this  system  for  the  cultivation  of  pure  seed- 
>east  possessing  definite  qualities,  and  now,  with  very  few  ex- 
ceptions, they  generally  use  seed-yeast  obtained  from  a  single 
cell.  But  with  regard  to  high  fermentation  breweries,  the  case 
was  quite  different,  since,  apart  from  a  few  exceptional  instances, 
it  is  only  in  later  years  that  pure  yeast  has  gained  a  foot-hold 
in  them." 

')   Alfr.  j0rgenscn:   Ubcr    die  Anwcndiint;  von   Hansen's   System   in  OIiei- 

f.^^^l^gs  IJraucrcicn.     Zcitschr.  f.  d.  ges.  Brauw.  16,   299  (1S93). 
-;   kesuinc   in;    Wochcnschr.  f.  Brauer.  20.    275   (1903). 
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If  we  leave  out  of  consideration  the  English  top  fermentation 
breweries,  in  which  peculiar  conditions  obtain,  the  introduction 
of  pure  yeast  in  top  fermentation  brewing  does  not  offer  any 
particular  difficulty.  It  appears  from  the  works  ofjorgensen 
and  Schonfeld  that  the  methods  employed  there  are  the  very 
same  as  those  used  in  bottom  fermentation,  when  single  cell 
yeast  is  to  be  introduced  in  the  latter.  In  some  cases  a  certain 
aeration  of  the  wort  is  used  during  the  first  fermentation,  just 
as  it  is  also  sometimes  employed  in  bottom  fermentation  brew- 
eries. 

Thus  the  pure  yeast  reform  has  gone  on  from  one  triumph 
to  another,  not  only  everywhere  in  bottom  fermentation  brew- 
eries, but  it  is  also  gaining  ever  more  and  more  admittance  into 
the  Continental  top  fermentation  breweries.  In  the  United  King- 
dom, where  top  fermentation  beer  plays  such  an  important  and 
predominating  part,  this  system  has,  however,  in  contradistinc- 
tion to  other  countries,  not  been  hitherto  finding  favour,  in  spite 
of  the  fact  that  many  prominent  English  brew^ery  experts,  such 
as  Adrian  I.  Brown,  Horace  T.  Brown,  Morris,  Wilson 
and  several  others,  at  an  early  period  realised  the  soundness 
and  correctness  of  the  train  of  reasoning  underlying  the  whole 
system,  and  the  great  benefits  which  also  the  art  of  brewing  in 
England  might  derive  from  it. 

The  results  of  the  experiments  of  these  investigators  on  the 
use  of  one  selected  species  of  }east  for  carrying  through  the 
whole  fermentation  in  English  breweries  are  at  variance  with 
one  another.  Speaking  generally,  it  may  be  said  that  the  system 
has  not  hitherto  gained  access  to  England.  It  is  to  be  supposed 
that  the  lack  of  success  in  trying  to  make  a  pure  yeast  work 
satisfactorily  in  English  breweries,  was  attributable  to  the 
existence  of  peculiar  conditions  in  England  which  were  not  yet 
mastered  or  understood. 

The  defects  which  made  themselves  particularly  apparent  in 
the  use  of  one  single  yeast  species  consisted  partly  in  the  fact 
that  a  different  beer  type  than  the  usual  one  was  produced, 
and  partly  in  the  non-appearance  of  a  satisfactor\'  secondary 
fermentation. 

Masses  of  articles  have  been  written  pro  and  con  the  appli- 
cation   of  the  pure  culture  s\stem  to  English  beer    making;    but 
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in  the  present  memoir  we  can  only  refer  to  the  most  im- 
portant. 

An  ardent  advocate  for  the  introduction  of  the  pure  culture 
system  in  England,  as  well  as  in  other  countries,  was  Jorgen- 
sen^).  In  opposition  to  most  of  the  English  technologists  of 
fermentation,  who  were  of  opinion  that  one  single  species  of 
yeast  was  unable  to  carry  through  the  whole  fermentation  of  Eng- 
lish beer,  and  that  particular  secondary  fermentation  species  of 
yeast  were  needed  for  the  purpose  of  bringing  about  a  satisfac- 
tory secondary  fermentation,  Jergensen  has  constantly  main- 
tained that  one  species  of  Saccharomyces  is  sufficient  to  ac- 
complish the  whole  fermentation. 

Van  Laer^)  held  that  the  due  satisfactory  secondary  fer- 
mentation was  brought  about  by  using  pitching  yeast  composed  of 
a  mixture  of  two  Saccharomyces  species,  one  of  which  had  to 
carry  out  the  principal  fermentation,  and  the  other  the  secon- 
dary fermentation.  But  even  supposing  that  his  idea  was  cor- 
rect, it  is  impossible  in  practice  to  keep  up  a  rational  manu- 
facture by  means  of  such  a  mixture,  because  the  proportion 
between  its  components  cannot  be  mastered  during  the  course 
of  fermentation. 

Westergaard  also-')  is  of  a  similar  opinion;  he  suggests 
that  the  pitching  yeast  should  be  a  mixture  of  single  cell  cul- 
tures of  the  culture  yeast  species  which  represent  the  essential 
part  of  the  impure  pitching  yeast  in  use  in  the  particular  brew- 
ery; the  proportion  of  these  cultures  should  be  the  same  as 
is  usual  in  the  brewery. 

What  Hansen  has  always  aimed  at  is:  to  work  in  the 
simplest  and  most  rational  manner,  wherever  it  is  possible  in 
practice.  —  And  it  has  been  universally  recognised  as  a  tact 
that  in  all  breweries  the  one  single  yeast  species  can  do  the 
work  satisfactorily,  except  in  England,  where  peculiar  conditions 
assert  themselves.    That,  however,  beer  bearing  some  resemblance 


^)  Alfr.  Jorgensen:    Hansen's   System   of  Pure   Yeast   Culture   in    English 

Top   Fermentation.      Trans,    of  the   Inst,    of  Brew.    7,    227  (1894);    also   in 

the  Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw.  17,   249  (1894). 
*)  H.   van   Laer:    Studies  on  Secondary  Fermentation   and    "Frets".     Trans,   of 

the  Inst,   of  Brew.   7,    55   (1894). 
")   E.   Westergaard:    A  Comparison   between  British   and  Continental  Brewing 

-Methods.     Journ.  of  the  fed.   Inst,  of  Brew.    13,   706  (1907). 
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to  English  beer  can  be  brewed  with  one  species,  is  proved  by 
the  results  attained  here  in  Denmark,  in  America,  and  also  else- 
where. Some  of  these  beers  are  made  with  top  and  some  with 
bottom  fermentation  yeast.  From  this  point  of  view  Jorge n sen 
is  therefore  right  in  his  opinion.  In  this  category  belongs,  for 
instance,  the  so-called  stout  manufactured  by  Danish  breweries, 
which  is  distinguished  by  good  froth  and  is,  upon  the  whole, 
generally  recognised  to  be  an  excellent  product. 

As  regards  the  general  feeling  among  the  English  brewing 
world  concerning  Hansen's  pure  yeast  system  about  the  end 
of  the  last  centur}',  it  may  be  best  seen  from  the  following 
quotation  of  what  Morris  wrote  in   1899^): 

"It  has  been  suggested  that  the  solution  lies  in  the  direc- 
tion of  the  employment  af  two  or  more  selected  races  of  yeast, 
one  to  carry  on  the  primary  fermentation  and  the  second  the 
secondary  fermentation;  and  many  breweries  have  been  working, 
with  more  or  less  success,  on  these  lines.  The  fact,  however, 
remains  that,  up  to  the  present,  no  satisfactory  system,  capable 
of  general  application,  has  been  devised;  and  the  question  still 
awaits  solution.  That  the  use  of  pure  yeast,  in  some  form  or 
other,  has  a  future  before  it,  no  one  can  doubt;  but  the  condi- 
tions of  brewing  which  will  allow  of  that  employment  being 
successful,  yet  remain  to  be  worked  out." 

Schonfeld  expresses  himself  in  a  somewhat  similar  manner 
in  1901,  in  his  mention  of  English  beer  industry 2):  "The  pure 
yeast  question,  in  the  history  of  the  English  art  of  brewing,  can 
be  considered  only  as  an  episode:  it  emerged  suddenly,  kept  the 
attention  of  professionals  on  the  alert  for  a  considerable  length 
of  time,  and  ultimately  fell  back  into  oblivion  again.  And  yet 
it  is  not  only  in  the  domain  of  brewing,  but  also  in  other  fer- 
mentation industries,  that  the  introduction  of  single  cell  yeast 
forms  a  most  important  forward  step,  and  represents  a  notable 
land-mark  in  the  onward  march  of  the  fermentation  industr\-." 


*)  G.  Harris  Morris:    The   Technical    Applications   of  Bacteriology.     Trans. 

Jenner  Inst.  Prevent.   Medicine,   .Second  Series,   193  (1899). 
*j  F.    Schonfeld:     Das     Bierbrauen    in    England.      Wochenschr.    f.    Brauer. 

18,    517    (1901).     Also    in    his   book:    Die    Herstellung   obergiihriger   Biere, 

1902. 
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II.    Claussen's  experiments  relating  to 
Brettanomyces. 

Such  was  still  the  state  of  affairs  at  the  period  when 
Claussen^)  commenced  the  researches  published  by  him  in 
the  )'ear  1904  on  English  top  fermentation.  In  these  researches 
he  handled  the  question  from  the  opposite  end  to  what  others 
had  done  before  him,  beginning  with  an  investigation  into  the 
finished  product. 

As  is  well  known,  English  beers  are  for  the  most  part  top 
fermentation  beers,  although  low  fermentation  beer  brewed  by 
the  German  method  is  now  gaining  ground  little  by  little.  Most 
English  top  fermentation  beers  may,  speaking  broadly,  be  divided 
into  the  milder  "running  beers"  and  the  stronger  "stock  beers".  The 
former  group  is  not  subjected  to  any  real  storing,  but  is  deli- 
vered to  the  consumers  a  short  time  after  having  gone  through 
a  quick  primary  fermentation  (that  is  to  say,  it  is  brewed,  racked, 
and  drunk,  all  in  the  course  of  one  month).  The  latter  group, 
on  the  contrary,  is  stored;  the  duration  of  storing  varying  very 
much,  being  often  very  long.  It  is  this  latter  group  of  beers 
which  Claussen  has  specially  in  view  in  his  researches  and  in 
the  method  devised  by  him,  for  the  employment  of  single  cell 
yeast  in  the  brewing  of  English  beer,  and  in  the  following  pages 
this  group  is  meant  when  we  speak  of  English  stock  beers  (ale 
and  stout).  As  is  known,  these  stored  English  top  fermentation 
beers  are  possessed  of  a  characteristic  taste  and  odour, 
which  differs  widely  from  Continental  beers,  and  con- 
stitutes a  distinctive  quality  of  English  beers. 

It  was  on  examining  such  English  beers  that  Claussen 
constantly  discovered  in  the  deposits  of  bottled  beer  certain  yeast 
fungi  which,  as  it  appeared  from  a  thorough  investigation,  could 
not  be  referred  to  the  genus  Saccharomyces,  but  had  to  be 
classified  in  another  group,  that  of  the  Torula.  He  then  tried  to 
ascertain  whether  this  yeast,  which  produced  fermentation  in  beer 
wort,  was  able  to  multiply  in  beer,  and  he  found  that  nt)t  onl\- 
did    it   multiply    in    beer   of  the    Danish  stout  type,  imparting  to 


';  N.IIjeltc  Claussen:  On  a  Method  lor  the  .Ajiplication  ol  Hansen '  s  Pure 
Veast  System  in  the  Manufacturing  of  Well-Conditioned  English  Stock  Beers. 
Journ.  of  the  fed.  Inst,  of  Hrew.  10,  308  (1904).  In  German  in  the  Wochen 
schr.    f.    l?rauer.  21,    370  (19041. 
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it  the  carbonic  acid  characteristic  of  English  stout,  but  that  it 
also  transformed  the  Danish  stout  in  such  a  manner  that  the 
Danish  type  disappeared  altogether,  and  the  beer  subjected  to  a 
secondary  fermentation  in  the  bottle  by  means  of  these  organisms 
changed  into  beer  of  the  English  type  possessed  of  the  flavour 
and  aroma  peculiar  to  the  latter.  This  discovery  furnished  him 
with  a  starting  point  for  his  investigations,  and  he  then  insti- 
tuted systematic  laboratory  experiments  on  an  enlarged  scale, 
and  prepared  typical  English  beer,  clearly  realising  that  it  is  the 
exact  theoretical  experiments  that  must  always  form  the  point 
of  departure  for  practical  experiments  on  an  industrial  scale; 
the  former  kind  of  experiments  alone  can  produce  definitive 
reliable  results. 

He  thus  succeeded  in  establishing  that  the  secondary  fer- 
mentation of  English  stock  beer  is  the  work  of  a  specific  group 
of  Torulae,  which  commence  action  when  the  primary  fermenta- 
tion by  means  of  the  normal  culture  of  English  top  yeast  (a 
true  Saccharomyces)  has  been  completed.  During  this  secondary 
fermentation,  the  secondary  yeast,  through  the  chemical  changes 
taking  place  during  its  growth,  produces  the  taste  and  odour 
substances  characteristic  of  English  stock  beers,  and  also  the 
suitable  carbonic  acid  contents  which  constitute  a  particular  and 
distinctive  feature  in  these  beers. 

On  the  basis  of  the  results  and  experiences  gained  by  his 
experiments,  Claussen  elaborated  his  method  for  the  produc- 
tion of  English  beer,  which  consists  in  allowing  the  primary 
fermentation  to  take  place  by  means  of  a  pure  culture  of  a  se- 
lected race  of  a  typical  English  top  yeast  (Saccharomyces),  and 
in  adding  after  the  completion  of  the  primary  fermentation,  an- 
other pure  yeast  culture  of  a  selected  race  of  one  of  the  Torulae 
mentioned,  which  will  then,  by  working  at  a  suitable  tempera- 
ture (25^)  within  a  fortnight  or  more,  bring  about  the  secondary 
fermentation. 

By  this  method  he  was  able,  in  his  experiments  on  a  re- 
duced scale,  to  prepare  from  Danish  stout  wort,  beer  which  was 
on  a  level  with  the  corresponding  English  beer,  and  which  in 
the  opinion  of  connoisseurs  was  fully  able  to  compete  with  the 
best  descriptions  of  English  beer  of  the  English  stout  type. 

In  the  method  devised  by  Claussen,  Hansen's  pure  cul- 
ture principle  is  followed  closely;  only  the  form  is  difterent,  and 
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it  is  certainly  more  complicated  than  the  method  given  by 
Hansen,  by  which  one  single  species  is  used  to  accomplish 
the  whole  fermentation. 

Claussen  had  thus  shown  that  two  different  species  of 
yeast  are  required  in  the  preparation  of  beer  having  the  distinc- 
tive English  taste  and  aroma.  It  is  a  question,  however,  whether 
in  England  they  ought  to  adhere  to  that  "English  character", 
and  whether,  at  all  events,  they  would  not  do  well  to  also 
adopt  the  most  rational  system  of  beer  manufacture,  using  one 
single  species.  Thus,  as  mentioned  above,  by  means  af  one 
species,  partly  a  bottom  and  partly  a  top  fermentation  yeast, 
beers  bearing  some  resemblance  to  English  beer  are  manufac- 
tured both  on  the  European  Continent  and  in  America,  and,  as 
a  rule,  they  are  stored  at  low  temperature.  These  beers  have,  in 
fact,  met  with  general  approval  among  connoisseurs,  and  they 
have  got  large  clienteles.  Now  here  in  Denmark  the  customers 
have  accustomed  themselves  to  the  particular  Danish  beer  type 
referred  to,  and  it  is  a  question  whether  the  real  English  type 
would  really  be  able  now  to  gain  a  footing  in  Denmark.  That 
this  Danish  type  and  the  method  of  its  production  have  also 
met  with  approval  elsewhere,  is  apparent  from  the  fact  that  in 
a  British  colony,  namely  CapeTown,  a  brewery  has  recently  been 
started  which  has  for  its  object  the  production  of  stout  after 
the  Carlsberg  pattern. 

As  to  how  the  method  proposed  by  Claussen  will  work 
in  practice,  it  cannot  be  known  yet,  as  his  experiments  were 
interrupted  by  a  change  of  position  and  his  settling  in  America, 
by  which  circumstance  his  activity  was  directed  into  other 
channels,  just  at  the  period  when  by  these  preliminary  experi- 
ments the  way  had  been  prepared  for  practical  work  on  the 
subject. 

Some  time  after  Claussen  had  published  his  method  of 
producing  English  beer,  Seyffert^),  of  the  Kalinkin  Brewery  in 
St.  Petersburgh,  following  Claussen's  publication,  announced 
the  result  of  some  experiments  which  he  had  previouls>"  made, 
by  adding  a  pure  cultivated  Torula,  isolated  from  English  beer, 
to  top  fermentation  stout.     In    his    publication    he    tries   to  claim 


')  H.    Seyffcrt;     Bcitraj,'    zur    Fraj,'e    der    Ilerstellung    cntjlischcr    Hiersortcn. 
Wochenschr.  f.  IJraiicr.  21 ,    519  (1904). 
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a  precedence  which  is  not  due  to  him,  since,  quite  naturally, 
the  precedence  belongs  to  the  one  who  has  first  published  — 
in  this  case  Claussen. 

Seyffert  succeeded  in  the  manner  mentioned  in  procuring 
the  tj'pical  English  taste;  but  he  arrived  at  the  result  that  the 
Torula  yeast  gradually  degenerated  and  lost  the  faculty  of  pro- 
ducing the  English  character.  He  was  also  able  to  change  the 
beer  into  the  type  of  the  English  product,  by  adding  cask  de- 
posit from  English  beer  to  it;  but  here  also  the  capacity  for 
changing  was  gradually  lost. 

■In  a  later  publication,  the  same  author^)  thinks  he  has 
found  the  reason  of  the  non-satisfactory  results  of  his  former 
experiments  in  some  defect  in  the  waler  used.  By  adding  dif- 
ferent salts,  he  produced  London  and  Burton  water,  which  he 
afterwards  used  for  making  beer,  and  by  adding  deposit  from 
English  beer  to  this,  he  succeeded  in  producing  beer  of  an 
English  character,  and  the  Torula  \-east  ceased  degenerating  by 
continued  use. 


III.   The  species  of  Torula  examined  up  to  the 

present. 

As  Claussen's  experiments  had  purel_\-  practical  objects 
i:i  view  and  took  up  so  much  of  his  time,  he  could  not  him- 
self enter  into  a  more  minute  study  of  the  botanical  and  physio- 
logical properties  of  the  organisms  in  question  and  the  more 
intimate  circumstances  of  their  lives  and  activities.  In  concert 
with  Claussen  I  have  taken  charge  of  this,  and  I  shall  try  in 
what  follows  to  give  an  account  of  the  results  of  these  expe- 
riments. 

As  the  group  of  yeast  fungi  that  Claussen  found,  is  of 
general  occurrence  in  English  breweries,  and  plays  an  important 
part  in  these,  he  has  from  practical  reasons  called  it  Brett a- 
nomyces.  They  are  bud-forming  yeast  fungi,  which  cannot 
form  ascospores,  and  he  therefore  puts  Brettanomyces  in  the 
group    of  yeast   fungi    which  micro-biologists  agreed  to  call  To- 


^)  H.  Seyffert:    Uber   Weich-    und    Brauwasser.      Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw. 
30,    199  (1907). 
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rulae;  but  he  does  not.  however,  give  any  distinctive  character 
to  the  organisms  mentioned  by  him.  As  will  be  seen  from  my 
experiments  quoted  below,  these  fermentation  organisms  do  not 
possess  any  special  generic  characteristics  that  justify  one  in 
classifying  them  as  a  new  and  independent  genus,  and  therefore 
we  are  not  as  yet  warranted  in  introducing  new  generic  and 
specific  names.  These  organisms  must  still  be  classed  with  the 
numerous  group  of  Fungi  imperfecti,  more  especially  described 
as  Torulae,  where  they  form  a  special  branch. 

Pasteur^)  classes  as  Torulae  those  yeast  fungi  which  do 
not  form  a  tj'pical  mycelium,  and  which  are  not  able  to  produce 
an  alcoholic  fermentation.  As  he  did  not  work  with  pure  cul- 
tures, and  did  not  discriminate  between  yeast  fungi  with,  or 
yeast  fungi  without  ascospores,  his  definition  of  what  is  to  be 
understood  b}"  Torula  is  very  vague,  and  he  included  in  it  or- 
ganisms which  we  would  not  now  class  with  the  Torula  group. 
Hansen  is  the  first  who  draws  a  narrower  and  sharper  limit  as 
to  what  should  be  understood  by  Torula;  he  classes  with  these, 
those  bud-forming  yeast  fungi  which  do  not  form  any  typical 
mould  growth,  and  which  specially  do  not  form  asco- 
spores. This  classification  he  gives  as  a  merely  provisional  one, 
with  the  object  of  separating  these  species  from  Saccharomyces. 
He^)  examined  minutely  a  considerable  number  of  these  yeast 
fungi  with  difterent  forms  of  cells  in  pure  cultures.  With  regard 
to  the  power  of  producing  alcohol,  he  observed  all  degrees:  some 
of  them  formed  only  a  trace,  whilst  others  produced  a  little 
more  than  i  per  cent,  by  weight  of  alcohol  in  beer  wort  (of 
14  per  cent.  Ball.).  Several  species  yielded  in  glucose  yeast  water 
a  considerable  amount  of  alcohol,  the  glucose  being  easily  fer- 
mented. Later  Will'')  has  also  specially  examined  different 
forms  of  Torula,  of  which  he  describes  15  species.  None  of 
these  formed  much  more  than  i  per  cent,  by  weight  of  alcohol 
in  wort  (of  14.1   per  cent.  Ball.). 


*)  L.  Pasteur:   Etudes  sur  la  biere,    1876. 

')  E.  Chr.  Hansen:    Recherches   sur    la   physiologie    et    la    niorphologie    des 

ferments  alcooliques.   Comptes-rcndus  des   trav.   du   Laborat.   do  Carlsberg  2, 

47   1883,  and  2,    151    (1888;. 
*J  H.Will:   Beitrage  zur  Kenntnis  der  Sprosspilze  ohne  Sporenbilding,  welche 

in  Brauereibetrieben  and  deren   Umgebung  vorkommen.   Centralbl.  f.  Baki.  u. 

I'ar.  10,  689  (1903),  and   17.    i   and  3  (1907). 
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However,  Will  also  found  Toruiae  which  could  not  ferment 
any  kind  of  sugar  at  all,  whilst  Gronlund^)  described  a  spe- 
cies which  in  ordinary  beer  wort  gave  3.75  per  cent,  by  weight 
of  alcohol.  Thus,  the  faculty  of  producing  alcohol  varies  a 
good  deal.  The  majority  of  the  previously  described  species 
are  only  limited  alcohol  producers  in  ordinary  beer  wort,  and  for 
this  reason  it  is  out  of  the  question  to  classify  them  w^th  that 
Torula  group  described  by  Claussen  and  later  on  more  mi- 
nutely by  myself,  and  which  ferment  the  principal  kinds  of  sugar, 
also  the  maltose.  Grenlund's  Torula  certainly  ferments  the 
wort  to  a  very  large  extent  like  this  group,  but  hardly  be- 
longs to  it.  Perhaps,  it  is  possible  that  the  Torula  derived 
from  Dutch  high  fermentation  beer,  described  by  van  Hest^) 
under  the  name  of  Sacch.  pinopthorus  melodus,  is  a  form  which 
belongs  to  the  group  in  question. 

Hansen,  as  well  as  Will,  Lindner,  and  others,  found 
that  for  Danish  and  German  beer,  most  of  the  Toruiae  are  harm- 
less. Such  harmless  Toruiae,  upon  the  whole,  are  of  common 
occurrence  in  breweries.  Thus  I  obtained  from  Danish  beers 
10  species  belonging  to  this  category'.  It  is  very  seldom  that 
Toruiae  produce  diseases  in  beer  made  on  the  Continent,  that 
is,  beer  stored  at  a  low  temperature,  or  in  top  fermentation  beer 
which  is  not  stored.  Such  rarely  occurring  disease  producing 
species,  which  imparted  a  bitter  taste  and  yeast  turbidity  respec- 
tively to  the  beer,  are  mentioned  by  Gronlun  d"),  and  by 
Lindner'')  and  Jorgensen^). 

When  the  question  is  of  top  fermentation  beer,  stored  at  a 
comparatively  high  temperature,  as  is  produced  in  the  British 
Isles,  in  Holland,  and  in  a  few  other  places,  then  the  different 
forms  of  Toruhe  are  of  great  importance  during  the  storing,  and 
especially  the  group  pointed  out  by  Claussen,  which  will  be 
described  more  particularly  in  what  follows. 

)  Cnr.   Gronlund:     Eine    neue    Torula-Arl    iind    zwei    neue    Saccharomyces- 

Arten.     Zeitschr.  f.  d.  ges   Br.iuw.  15,   281   (1892). 
-;  I.  I.   van  Hesi:    Beitrage    zur   Kenntnis    wilder    Hefe.      Zeitschr.  f.  d.  ges. 

Brauw.  26,   808  (1903).    In  a  more  recent  memoir  in  the  Centralbl.  f.  Bakt.  u. 

Par.  2te  Abt.   18,   775   (1907),    he    designates    the  same  organism  as  Torula 

meloda. 
=>)  1.  c. 

*)  P.   Lindner:    Mikroskopische  Belriebskontrolle,   4  Aufl.,    p.   401    (1905). 
^;  Alfr.  Jorgensen:   Die   Mikroorganismen,   4  Aufl.,   p.   248  (1898). 


149 


IV.    New  researches  into  those  species  of  Torula 
which  are  principally  of  importance  in  the  produc- 
tion of  typical  English  beer. 

Description  of  special  types  of  these  species. 

By  spreading  in  wort  gelatine,  the  cells  from  the  deposit  in 
bottles  containing  English  stock  beer,  I  succeeded,  just  as  Claus- 
sen  had  done,  in  alwa3^s  easily  isolating  forms  of  Torula  of 
Claussen's  group  of  Brettanomyces.  In  the  course  of  some 
years,  I  thus  examined  25  different  samples  of  stout  and  ale 
produced  in  7  different  breweries  in  Great  Britain  and  Ireland. 
In  plate  cultures  in  wort  gelatine  from  these  samples,  the  majo- 
rity of  the  colonies  developed  in  this  nutrient  medium  at  25  "^ 
after  12  days,  consisted  of  these  Torulse.  With  some  practice 
the  larger  yellowish  wax-like  Saccharomyces  colonies  can  be  di- 
stinguished even  with  the  naked  eye,  from  the  slowly  developing 
smaller  greyish  white  colonies  of  Torula.  Colonies  of  Bacteria 
may  of  course  also  develop,  but  these  are  of  no  importance, 
and  do  not  cause  any  difficulty.  Under  the  microscope  the 
cells  of  the  smaller  colonies  are  easily  distinguished  from  the 
Saccharomyces,  but  in  order  to  decide  with  certainty  if  it  is 
one  of  those  Torula  organisms  which  Claussen  designates  as 
Brettanomyces,  a  close  investigation  of  the  characteristics  pecu- 
liar to  this  group  of  yeast  fungi  is  required. 

Besides  the  Torulse  already  mentioned  obtained  from  Eng- 
lish beer,  I  have  also  isolated  several  other  forms.  By  a  minuter 
examination  I  found  that  they  might  all  be  divided  into  two 
unmistakably  separate  groups  of  species.  I  have  chosen  a  t>'pical 
representative  for  each  of  these  —  they  will  in  the  following 
pages  be  called  Torula  A  and  Torula  B  — ,  both  derived 
from  English  beer. 

If  pure  cultures  of  the  two  above  mentioned  species,  Torula 
A  and  Torula  B,  are  introduced  into  ordinary  lagerbeer 
wort,  they  develop  in  this  comparatively  slowly.  At  25*^  C. 
after  3  or  4  days  the  wort  begins  fermenting,  with  the  develop- 
ment of  slowly  mounting  bubbles  of  carbonic  acid,  while  on  the 
bottom  is  gradually  deposited  a  distinct  sediment  of  yeast.  A 
real  primary  fermentation,  such  as  takes  place  when  the  wort  is 
fermented    by    a    true    Saccharomyces,    docs    not    appear    here. 
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The  fermentation,  which  is  a  typical  botton:i  one,  proceeds  slowly 
for  a  rather  long  time:  in  the  case  of  the  Torula  B,  half  a 
year  at  20*^,  and  as  regards  the  Torula  A  a  somewhat  shorter 
period. 

In    the   accompanying  figures  are  shown  the  sediment  yeast] 
cells  of  the  two  species,  in  young  wort  cultures  (4  days  at  25"). 

In  Torula  A  the  most  prevalent  form  of  cells  is  the  ellipsoid ;  but 
there  also  appear  shorter  and  longer  sausage-shaped,  or  even  myce- 
lium thread-like  forms,  and  besides  there  are  also  seen  club-like  cells, 
or  irregular  and  grotesque  shapes.  The  cells  are  often  a  little  tapering 


Fig.   I. 
Torula  A.      Young  growth  from  wort  culture  25".      *'"'/i. 


at  one  or  both  ends.  The  plasma  is  slightly  refractive,  and  in  young 
cultures  may  be  dimly  discerned  one  or  more  vacuoles,  in  which 
there  is  often  seen  a  movable  corpuscule.  The  size  of  the  cells 
varies  somewhat,  and  occasionally  giant  cells  appear,  which  ge- 
nerally have  a  more  refractive  plasma  and  thicker  cell  walls. 

The  second  species  is  in  some  respects  similar  to  the  former, 
but  usually  it  may  be  distinguished  from  the  other  by  a  micro- 
scopical examination.  The  fact  is  that  the  cells  of  Torula  B  in 
young  cultures  are  generally  more  slender,  more  regular,  more 
homogeneous.  As  can  be  seen  from  the  figure,  the  sausage 
shape  is  the  most  usual,  but  ellipsoid,  or  egg-shaped  cells  ma\' 
also  occur.  A  few  of  the  cells  in  the  young  growth  can  also 
here  become  very  long,  even  mycelium  thread-like. 

When  wort  cultures  of  both  species  get  old  (i — 2  months 
and  more),  there  forms  above  the  proper  yeast  deposit  a  myce- 
lium-like loose  layer,  which  can  easily  be  shaken  up,  and  which 
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under  the  microscope  will  present  the  aspect  of  long  sausage- 
shaped  thread-like  cells,  which  often  remind  one  of  a  true 
mycelium.  There  are  also  many  long  cells  in  the  proper  yeast 
deposit. 

If  a  portion  of  a  growth  of  either  of  these  species  is  added 
to  sterilised  beer  into  which  in  the  case  of  Torula  B,  if  necessary, 
some  saccharose  or  glucose  has  been  introduced,  a  slow  multiplica- 
tion will  take  place  at  a  favourable  temperature,  say  25**.  During 
this  process  the  beer  will  for  the  first  week  be  slightly  turbid, 
but  later  on  will  gradually  clear,  and  after  2 — 4  weeks  the  beer 
will  be  bright,  and  a  rather  compact  yeast  sediment  will  have 
formed  in  the  flasks  or  bottles  used,  whether  the  air  has  access 
to  these  through  a  cotton 
wool  plug  or  they  are 
corked.  If  the  bottle  has 
been  closed  with  a  cork, 
the  beer,  when  poured  out, 
will  show  a  considerable 
amount  of  carbonic  acid 
and  form  an  excellent 
foamy  head. 

The  cells  here,  as  an 
average,  have  a  much  more  regular  and  more  uniform  size  and 
shape,  they  have  a  more  vigorous  appearance,  the  plasma  is 
more  refractive  and  more  homogeneous  than  in  a  corresponding 
wort  culture,  and  the  cells  generally  are  larger. 

In  old  beer  cultures  in  flasks  to  which  the  air  has  access, 
the  mycelium-like  thread  forms  appear  particularly  prominent. 

When  wort  or  beer  cultures  have  been  allowed  to  stand  for 
a  long  time  in  flasks  with  access  to  the  air,  both  species  will 
form  a  slender  yeast  ring  and  a  more  or  less  distinct  film, 
which  to  the  naked  eye  resembles  the  similar  formations  in  the 
Saccharomyces.  These  formations  fall  to  the  bottom  on  the 
slightest  shaking.  The  shape  of  the  cells  in  the  ring  and  film 
growths  is  much  the  same  as  in  the  older  deposit  yeast  growth. 

Besides  the  above  mentioned  film  formation,  Torula  A  oc- 
casionally produced  a  different  one;  the  fact  is  that  sometimes 
after  long  standing,  1*2 — 2  months,  or  even  longer,  at  the  ordi- 
nary temperature  of  rooms,  or  25*^,  on  the  surface  of  cultures 
in  wort  or  oth(.-r  nutritious  litjuids  in   flasks  accessible  to  the  air, 


Fig.  2. 
Torula  B.   Young  growth  from  wort  culture  25".  ^""/i. 
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a  Mycoderma-like  film  (- Kahmhauf)  appeared  —  a  thin,  dry, 
greyish  film,  with  air  between  the  cells,  which  generally  started 
at  the  sides  of  the  flask,  and  little  by  little  covered  the  whole 
surface.  The  form  of  the  cells  in  such  a  film  is  rather  regular, 
and  most  frequently  ellipsoid ;  here  the  long  thread-like  forms 
are  seldom,  if  ever,  met  with.  It  was  only  in  old  cultures  where 
the  air  had  access,  that  such  film  formations  could  come  into 
being;  in  closed  bottles  this  formation  was  never  observed.  The 
above  described  peculiar  form  of  film  occurs  quite  sporadically 
and  infrequently.  In  two  cultures  from  the  same  seed  and  left 
to  stand  at  the  same  time,  the  film  may  thus  appear  in  one, 
and  not  in  the  other.  Nothing  is  known  of  the  causes  of  this 
variation;  it  must  be  supposed  to  be  due  to  difi"erences  in  in- 
dividuals. 

The  appearance  of  the  growth  on  wort  gelatine  is  not 
very  characteristic.  Torula  A  forms  on  the  substratum  mentioned, 
dry,  yellowish,  wax-like,  embossed  giant  colonies  and  streak 
cultures  with  a  crater-like  hollow  in  the  middle,  and  of  which 
the  outer  downward  sloping  sides  are  slightly  folded.  The 
border  zones  of  the  colonies  and  of  the  streak  cultures  are 
slightly  undulated.  On  the  same  substratum  a  growth  of  Torula  B 
presents  a  somewhat  difierent  aspect:  The  greyish  shining  colo- 
nies and  streak  cultures  form  a  flat,  sinuously  folded  centre, 
and  spread  far  out  over  the  wort  gelatine  in  a  thin  level  layer; 
the  border,  as  a  rule,  is  rather  even.  It  is,  however,  to  be  ob- 
served that  by  repeated  startings  of  giant  colonies  aud  streak 
cultures  at  different  times,  the  same  picture  of  Torula  B  as  here 
described  is  not  always  obtained,  as  the  flat  spread  on  the  ge- 
latine ma}'  not  appear.  By  standing  for  a  long  time  both  species 
liquefy  the  wort  gelatine.  The  form  of  the  cells  in  the  colonies 
is  more  or  less  like  that  in  the  wort  culture. 

For  the  sake  of  completeness  we  will  just  mention,  that 
difierent  modes  of  cultivation  were  tried  in  order  to  procure,  if 
possible,  a  formation  of  ascospores,  —  first  of  all,  culture  on 
gypsum  blocks,  and  also  difierent  gelatine  cultures  and  others; 
but  the  result  was  always  negative. 

In  the  following  we  shall  give  an  account  of  the  physiolo- 
gical properties  of  the  two  species  of  Torula  in  question.  The 
three  cardinal  points  of  the  temperatures  of  the  vegeta- 
tive growth  will  be  first  mentioned.     It  appears  that  the  opti- 
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mum  temperature  for  the  multiplication  is  the  same  for  both 
species;  whereas  there  is  some  difference  in  the  maximum  and 
minimum  temperature,  as  will  be  shown  in  the  following  sum- 
mary. The  development  takes  place  very  slowly  at  temperatures 
near  the  minimum,  and  it  may  be  several  months  before  a  di- 
stinct development  appears. 


Torula  A 
Torula  B 


Optimum 


Maximum 


3oO_35  0 


400-401/2° 
39  0-391/,  0 


Minimum 


30_40 


Concerning  the  life  limit  of  the  micro-organisms  in  question 
under  different  circumstances,  we  here  give  the  results  of  several 
series  of  experiments.  The  two  species  behaved  in  all  essen- 
tials alike. 

In  wort  they  could  at  ordinary  room  temperature  keep 
alive  for  i  year,  but  in  most  cases  death  came  after  iV* — i^  2 
years.  If,  however,  a  little  carbonate  of  calcium  is  added  to  a 
wort  culture,  the  cells  will  keep  alive  for  a  very  long  time.  For 
instance,  such  cultures  were  still  alive  when  they  were  tested 
after  3V2  years.  It  must  be  supposed,  that  the  cells  are  killed 
by  the  acid  formed  during  the  fermentation,  and  that  by  neu- 
tralizing the  former  by  means  of  carbonate  of  calcium  its  harm- 
ful influence  on  the  cells  is  prevented.  This  agrees  with  the 
results  of  Henneberg's  experiments^),  by  which  it  was  also 
proved  that  the  life  of  yeast  cells  is  prolonged  by  adding  cer- 
tain salts,  in  some  cases  calcium  salts,  to  the  wort. 

The  same  thing  took  place  in  the  cultures  on  wort  gela- 
tine as  in  cultures  in  wort  —  death  arrived  in  little  more  than 
a  year. 

In  a  10  per  cent,  saccharose  solution  in  water,  the  two 
species  were  still  alive  when  examined  after  standing  for  4  years. 
They  can  keep  alive  in  saccharose  yeast  water,  as  well  as 
in  watery  saccharose  solution;  but  just  as  frequently  th(>N-  die 
in  the  aforesaid   nutritive  li(juid  after  a  similar  period  as   in  wort. 

In  beer  in  corked   bottles  the    Toruhe   in  (juestion  can  kt'cp 


'j   \V.    1 1  e  11 11  c  111' il;  :    Imii    l)oili-;i!^'   /ur    IJedculiuii^   von   (lips,    kolilciisauiiMii    K.ilk 
uikI   .Soil.i   tiir  (iii-    I  irk'.     <  eiilr.ilM.  t.  liiikt.ii.  I'ar.   21e   Aht.    20,    225   ^IQOS). 
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alive  for  a  long  time;  thus  they  were  still  alive  in  these  cultures 
after  standing  for  4  years  at  about  20°.  On  the  contrary,  half 
of  another  series  of  beer  cultures  in  flasks  accessible  to  the  air 
had  died,  when  they  were  examined  after  a  similar  lapse  of  time. 

The  species  treated  of  in  this  paper  are  very  sensitive  to 
the  drying  up  of  the  cells.  Several  of  the  drying  methods 
which  Hansen  made  use  of  in  his  experiments  on  Saccharom}-- 
cetes  were  tried.  Thus  young  cells  were  shaken  up  in  water,  and 
dried  in  a  thin  layer  on  pieces  of  platinum  wire  in  Freudenreich- 
flasks  at  ordinary  room  temperature.  Generally  death  came  be- 
fore 12  days.  If  the  yeast  cells  were  dried  on  filtering-paper, 
the  cells  mostly  died  in  less  than  19  da}:s;  on  cotton  wool  they 
lasted  a  little  longer,  but  as  a  rule  less  than  a  month.  We  must 
also  point  out  that  deposit  }east,  which  after  the  wort  had 
been  poured  oft,  was  dried  in  Freudenreich-flasks  at  ordinary 
room  temperature,  had  died  within  a  month. 

In  connection  with  this  sensitiveness  to  drying,  it  also  was 
proved  by  experiments  in  sowing  these  Torulae  on  dry  hops, 
that  at  ordinary  room  temperature  they  died  within  a  month. 
It  is  hardly  correct,  as  has  been  assumed,  that  in  English  brew- 
eries, by  adding  dry  hops  to  the  beer  at  the  time  of  racking, 
the  organisms  active  during  the  secondary  fermentation  are  in- 
troduced. That  a  better  after-fermentation  is  obtained  b\-  this 
addition  of  hops,  is  due  to  other  causes,  which  will  be  men- 
tioned later  on.  Besides,  in  was  proved,  b}'  the  examination  of 
several  samples  of  hops,  that  they  only  contained  very  few 
}east  fungi. 

We  now  proceed  to  speak  of  the  action  of  the  two  orga- 
nisms in  question  on  the  most  important  kinds  of  sugar,  and 
especially  on  the  four  following  —  saccharose,  glucose,  fructose  and 
maltose,  this  action  being  of  importance  on  account  of  the  use 
of  these  sugars  as  admixtures  to  English  stock  beers. 

Saccharose  is  fermented  by  both  species ;  but  while  it  is 
easily  fermented  by  the  first,  the  fermentation  of  this  kind  of 
sugar  does  not  take  place  so  quickly  in  the  case  of  Torula  B. 
If  these  Torulae  are  cultivated  in  saccharose  yeast  water,  fer- 
mentation will  take  place  in  the  solution;  but  even  after  having 
been  standing  for  a  considerable  length  of  time,  no  inversion  of 
the  sugar  is  observable  by  means  of  Fehling's  copper  solution, 
as    is   the    case   when   saccharose  yeast   water  is  fermented  b}'  a 
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Saccharomyces.  Nevertheless,  the  cells  secrete  invertase,  and 
h\'drolyse  the  saccharose  in  the  solution  mentioned;  but  the  in- 
verted sugar  is  immediately  fermented  by  the  cells.  If  a  portion 
of  the  yeast  produced  in  the  saccharose  yeast  water,  is  intro- 
duced into  a  pure  lO  per  cent,  saccharose  solution  to  which 
is  added  some  carbonate  of  calcium  for  the  purpose  of  binding 
any  acid  which  might  possibly  have  formed,  only  a  very  incon- 
siderable, if  any,  inversion  is  observable  after  i  day  at  25**,  if  a 
particularly  large  seed  has  not  been  sown  out.  On  the  contrary, 
the  inversion  gets  more  distinct  and  stronger,  if  the  saccharose 
culture  is  placed  for  twenty-four  hours  at  a  temperature  above 
the  maximum  temperature  for  the  vegetative  multiplication,  for 
instance  41  °. 

Apparently  glucose  and  fructose  are  equally  easy  to  fer- 
ment by  the  two  species  mentioned,  while  Torula  B  ferments 
maltose  more  slowly  than  does  Torula  A,  which  with  compa- 
rative facility  attacks  this  kind  of  sugar.  Therefore  the  fermen- 
tation in  wort  will  also  be  slower  with  Torula  B.  For  the  experi- 
ments on  the  fermentative  faculty  of  the  different  kinds  of  sugar, 
a  solution  in  yeast  water  of  15   per  cent,  was  used. 

Experiments  were  also  carried  out  with  a  view  to  ascertain- 
ing how  these  two  species  acted  upon  dextrin.  It  might  be 
assumed  that  the  organisms  in  question  were  specially  adapted 
to  attack  this  carbohydrate,  since  English  brewery  manuals  hold 
that  the  presence  of  dextrin  produces  a  satisfactory  secondary 
fermentation  in  the  beer.  The  result  was,  however,  that  or- 
dinary dextrin  is  not  affected  at  all.  This  latter  was,  however, 
easily  fermented  by  the  two  organisms,  when  a  little  diastase, 
or  a  cold  water  extract  of  malt  was  added  to  a  solution  of 
dextrin  in  yeast  water,  by  which  addition  the  dextrin  is 
converted  into  fermentable  sugar.  A  higher  degree  of  fermen- 
tation was  also  obtained  by  adding  diastase  to  wort,  when 
Torula  A  was  added,  since  dextrin  in  the  same  way  is  changed 
into  sugar.  These  facts  explain  why  in  English  breweries  a 
better  secondary  fermentation  always  is  obtained  in  beer  by 
adding  an  extract  of  malt  or  hops,  whicli  latter,  as  II.  T.  Brown 
and  Morris^)  have  shown,  also  contain  a  diastase  ferment  capable 
"I  converting  the  dextrins  of  beer  into  sugar. 

';    II.  T.  IJrowii   and   ( i .  1 1.  M  o  rri  s :   On   certain   Functions  (illlops  used  in  tlie 
Dry-IIo])pinj^  <>t   Hears.     Trans,   of  the  Inst,  of  Brew.  6,   94  (1893). 
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Finally  we  shall  refer  to  the  action  of  the  two  species  of 
Torula  upon  lactose.  This  sugar  certainly  is  of  no  importance 
in  practical  brewing,  since  it  is  not  one  of  the  sugars  which  are 
added  to  English  beer,  but  the  action  upon  it  of  the  two  organ- 
isms mentioned  is  of  great  value  in  distinguishing  between 
them.  The  fact  is  that  Torula  B  is  able  to  ferment  lactose,  for  in- 
stance, in  a  solution  in  yeast  water;  accordingly  it  ma\-  be 
assumed  that  the  cells  of  this  species  contain  lactase,  which 
hydrolyses  the  lactose  into  fermentable  sugar.  On  the  other  hand, 
Torula  A  is  not  able  to  ferment  this  sugar  at  all.  By  this 
characteristic  physiological  fact  the  two  species  can 
thus  be  easily  distinguished  from  one  another.  In  ste- 
rilised milk,  which,  as  is  known,  contains  some  lactose,  Torula 
B  can  also  produce  a  distinct  fermentation. 

As  already  shown,  the  two  Torula  organisms  cause  in  wort 
a  fermentation  which  goes  on  rather  slowly;  specially  at  the  be- 
ginning, Torula  B  will  ferment  slower  than  Torula  A.  The  more 
detailed  progress  of  the  fermentation  will  best  be  seen  from  the 
table  given  below.  The  fermentation  here  took  place  in  600  cm'^  of 
ordinary  lagerbeer  wort,  of  13.8  per  cent.  Ball.,  partly  at  the  ordinary 
room  temperature  (20'^)  and  partly  at  25^.  The  figures  given 
represent    the  amount  of  alcohol  formed  in  per  cent,  by  weight. 


20" 

j      98  Days 

158  Days 

193  Days 

294  Days 

Torula  A 

Torula  B 

•   •             5-14 
1.25 

5.03 

4-53 

4-35 

25  « 

23  Days 

1 

51   Days 

78  Days 

151   Days 

Torula  A 

Torula  B 

348 
1.2 

4-97 
4.26 

4.96 

4-7 

4.16 

It  appears  from  these  figures  that  both  Torulae  ferment 
slowly,  and  that  Torula  B  is  the  slowest  of  the  two.  The  first 
takes  about  3  months  at  20*^,  and  about  2  months  at  25°,  to 
reach  the  maximum  limit  for  the  amount  of  alcohol  produced, 
whereas  the  latter  takes  6  and  2^/2  months  respectively,  to  reach 
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the  limit  at  the  temperatures  given.  It  will  also  be  seen  that 
while  Torula  A  produces  about  5  per  cent,  by  weight  of  alcohol, 
Torula  B  is  not  able  to  form  as  much. 

Should  more  sugar  he  present  than  in  the  above  mentioned 
examples,  then  the  fermentation  is  apt  to  go  still  further.  Thus, 
if  the  two  organisms  spoken  of  were  cultivated  in  the  same 
kind  of  wort  of  13.8  per  cent.  Ball.,  to  which  had  been  added 
10  per  cent,  of  saccharose,  the  following  amounts  of  alcohol,  in 
per  cent,  by  weight,  were  found  in  an  experiment  parallel  with 
the  above  mentioned  at  20*^. 


20° 

149  Days 

186  Days 

231   Days 

298  Days 

Torula  A 

Torula  B 

771 
1          6.23 

9.17 

9.87 

71 

From  this  it  will  be  seen,  that  one  species  here  produces 
9.87  per  cent,  by  weight  alcohol,  which  according  to  other  ex- 
periments made,  proved  to  be  the  highest  amount  attainable, 
while  the  other  species  in  10  months  only  had  produced  7.1  per 
cent.     However,  the  limit  had  hardly  here  been  reached  yet. 

These  Torulae  not  being  so  very  sensitive  to  the  alcohol 
and  acidity  formed  during  the  fermentation,  they  can  in  beer 
produced  from  wort  fermented  with  a  Saccharom\ces,  —  at  the 
time  when  this  latter,  owing  to  the  restraining  influence  of  the 
mediums  in  question,  is  approaching  the  end  of  its  further  growth, 
that  is,  at  the  end  of  the  primary  fermentation,  —  hold  their 
own  in  the  competition  with  the  Saccharomyces,  and  multiply, 
and  continue  the  fermentation  of  the  remainder  of  sugar  still  in 
the  beer,  which  the  Saccharomyces  is  not  able  to  terment. 

The  more  minute  details  of  the  fermentation  will  be  seen 
by  the  following  experiment.  An  ordinary  lagerbeer  wort  of 
14.2  percent.  Ball.,  was  fermented  with  Sacch.cerevisise  Hansen  (syn. 
Sacch.  cerevisiae  I,  a  Scotch  top  >east)  in  \i  liter  flasks  at  23  . 
After  19  days,  when  the  fermentation  was  completed,  the  beer  was 
bright,  and  contained  4.9  per  cent,  by  weight  of  alcohol.  It  was  then 
poured  off  from  the  deposit  yeast  into  two  other  flasks,  and  to 
one  of  these,  a,  was  added  a  portion  of  a  growth  of  Torula  A, 
while  no  addition  was  made  to  the  other,  b  A  third  flask,  c,  con- 
taining the  same  description  of  wort,  had  at  the  very  beginning  of 
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the  experiment,  for  comparison,  been  inoculated  with  the  same 
species  of  Torula.  After  67  days  at  25",  the  state  of  affairs 
with  regard  to  the  fermentation,  expressed  by  the  amounts  of 
alcohol  in  per  cent,  by  weight,  was  as  follows: 


23  0 

19  Days 

67  Days 

a  Torula  A  -\-  Sacch.   cerevisiae  .    .    . 

4-9 
4-9 

5.20 
4.83 
513 

c  Torula  A 

It  is  evident  from  this  table  that  in  the  two  cultures  with 
lorula,  the  amount  of  alcohol  is  greater  than  in  the  one  ferment- 
ed with  Saccharomyces  alone,  and  it  can  be  distinctly  observed 
how  the  Torula  continues  acting  after  the  Saccharomyces  has 
finished  its  activity.  Simultaneously  Avith  the  development  of 
the  Torula  in  the  wort  and  in  the  beer,  characteristic  changes 
of  aroma  and  flavour  took  place,  of  which  we  shall  speak  later  on. 

The  same  occurs  in  beer  in  corked  bottles.  As  a  rule,  the 
experiments  with  the  Torula  forms  treated  of  in  this  paper,  with 
regard  to  their  capability  of  imparting  to  beer  wort  entirely  fer- 
mented with  a  Saccharomyces  the  typical  English  character  with 
reference  to  carbonic  acid,  taste  and  aroma,  were  made  with 
two  special  kinds  of  Danish  beer  read}'  for  consumption,  which 
after  minute  examination  had  proved  to  be  specially  suitable  for 
this  object.  One  kind  was  export  beer,  from  a  brewery  in  Co- 
penhagen. This  is  a  low  fermentation  beer,  a  strongly  brewed 
product  of  the  type  of  lagerbeer,  with  about  6.7  per  cent,  of  extract, 
and  about4.9per  cent,  of  alcohol.  The  other  kind  was  of  the  so-called 
stout  type,  and  came  from  another  brewery  in  the  same  city;  it  is 
bottom  fermentation  beer,  and  contains  about9.4per  cent,  of  extract, 
and  about  5.2  per  cent,  of  alcohol.  Both  kinds  are  stored  for  a  long 
period  at  a  low  temperature  (about  5  months,  or  still  longer. 
The  two  kinds  are  meant  wherever  in  the  following  the  question 
is  of  Danish  export  beer,  or  Danish  stout.  These  were 
always  used  pasteurised  (heating  ^/2  hour  at  60**  C),  and  after 
the  inoculation  with  the  Torula  (about  5  drops  of  a  well  shaken 
young  wort  or  beer  culture  to  ^/z  liter  of  beer)  corked  with  ste- 
rilised corks,  or  what  was  most  frequently  done,  and  what  was 
most   convenient,    patent    bottles   were    used  with  porcelain  stop- 
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pers  and  a  rubber  ring,  —  always,  of  course,  observing  the 
greatest  care  to  avoid  foreign  infection. 

Thus  Torula  A,  when  introduced  into  Danish  export  beer 
in  bottles,  produced  a  secondary  fermentation  in  the  corked 
bottle,  by  which  process  the  amount  of  alcohol  after  2  months 
at  25  ^  was  increased  by  0.38  per  cent,  by  weight.  At  the  same  time, 
quite  naturally  a  corresponding  increase  of  the  amount  of  car- 
bonic acid  took  place  in  the  beer.  The  characteristic  change  of 
taste  and  odour  also  appeared,  which  caused  the  beer  to  obtain 
the  peculiar  specific  English  individuality.  During  the  multipli- 
cation of  the  organism  mentioned,  as  well  in  beer  as  in  wort, 
in  addition  to  alcohol,  acid  is  also  formed,  which  in  combination 
with  the  alcohol  is  partly  converted  into  the  peculiar  taste  and 
aroma  producing  ethers.  The  acidity  of  the  beer  and  wort  will 
also  show  an  increase  during  the  development  of  the  organism. 
During  the  above  mentioned  experiment  with  bottled  beer,  along 
with  the  stated  increase  of  alcohol,  a  corresponding  increase  of 
acidity  took  place  in  the  beer,  which  after  standing  for  2  months  at 
25^  was  3.9,  expressed  in  cm^  of  ^/lo  normal  soda  solution,  in 
100  cm  ^  of  beer.  Also  the  Danish  stout,  when  inoculated  with  To- 
rula A,  acquires,  when  this  latter  develops,  the  typical  English 
character,  which  becomes  even  more  refined  than  in  the  export 
beer.  This  character  is  already  noticeable  after  14  days  at  25", 
but  by  standing  longer  it  is  increased  and  improved.  The 
amount  of  acidity  increases  with  age,  and  therefore  beer  which 
has  been  influenced  for  a  long  period  by  Torula,  tastes  so  much 
more  sour. 

With  regard  to  wort  and  beer,  the  second  of  the  Torulae 
treated  of  here,  acts  in  a  similar  manner  to  Torula  A;  but  while 
this  latter  easily  attacks  the  sugar  rest  in  the  beer  already  fer- 
mented with  a  Saccharomyces,  Torula  B  is  not  capable  ot  fer- 
menting this  rest,  if  the  beer  is  fermented  to  a  great  extent.  In 
Danish  export  beer  and  Danish  stout,  which  by  the  addition  of 
Torula  A  easily  continued  to  ferment  in  the  corked  bottle,  To- 
rula B  could  not  when  added  develop,  or  at  most,  only  to  a 
very  slight  degree,  and  only  by  standing  verj-  long  at  a  favour- 
able temperature  (25  *').  However,  if,  for  instance,  immediately  after 
the  end  of  the  primary  fermentation  in  wort  fermented  with  Sacch. 
cerevisiae  Hansen,  Torula  B  is  added,  this  latter  can  then,  since  the 
fermentation    has    not    yet   gone    so    far    down,  attack  what  sugar 
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is  left  and  develop.  In  the  aforesaid  Danish  export  beer  and 
stout,  Torula  B  may  also  be  made  to  develop,  by  adding  only 
a  little  sugar  to  the  beer,  say  5  cm^,  of  a  10  per  cent,  saccharose  so- 
lution, or  one  of  the  other  sugars  which  it  is  capable  of  fer- 
menting. In  this  way  the  proper  secondar)'  fermentation  is  ob- 
tained, and  the  unique  English  taste  and  aroma  appears,  which, 
however,  in  the  case  of  this  species  is  not  as  pronounced  as  in 
the  other. 

In  addition  to  the  two  species  described,  about  150  other 
forms,  belonging  to  the  same  group,  were  isolated.  These 
proved  morphologically  and  physiological!)'  in  all  essentials  to  be 
allied  to  those  mentioned,  most  of  them  coming  under  the  group 
represented  by  Torula  A.  The  shape  of  the  cells  may  in  some 
of  these  forms  be  more  regular,  in  others  longer  or  more  myce- 
lium-like than  in  the  two  described  above ;  but  those  are  only 
differences  in  degree.  It  is  not  possible  at  this  moment  to  de- 
cide if  among  the  many  isolated  forms,  there  are  more  species 
than  the  two  mentioned;  at  any  rate,  I  have  not  observed  any 
distinct,  specific  characteristics;  many  of  these  forms  are  pro- 
bably nothing  but  varieties  or  races  of  the  two  species  we  have 
referred  to. 

Among  the  forms  isolated  from  some  samples  of  English 
bottled  beer,  were  a  few  which  in  most  respects  approached 
the  group  represented  by  Torula  A.  In  one  thing  only  do  they 
differ  from  the  others  of  this  group,  namely  that  as  soon  as  the 
development  begins  in  wort  and  beer,  they  form  a  dry,  white 
film  C' KahuihaiU" )  on  the  surface  of  the  liquid.  This  takes 
place  both  in  beer  in  open  flasks  to  which  the  air  has  access, 
and  in  corked  bottles.  As  such  a  film  in  beer,  especially  light 
beer,  such  as  ale,  is  ver}'  prejudicial,  as  it  sinks  down  when 
shaken,  and  makes  the  beer  turbid,  such  Torulae  are  for  English 
beer  disease  organisms.  The  carbonic  acid,  odour  and  flavour 
which  these  film-forms  produce,  also  give  to  the  beer  the  typical 
English  character;  however,  the  ether-like  substances  and  the 
amount  of  acid  which  the>'  produce  are  here  larger  than  in  the 
case  of  the  other  isolated  species. 

It  appeared  from  the  experiments  made,  that  the  changes 
of  taste  and  aroma  produced  by  the  Torula  organisms  isolated 
in  the  two  kinds  of  Danish  bottled  beer  mentioned  above,  were 
in  principle  not  materially  diflerent.     As  far  as  could  be  judged 
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of  it  in  these  test  bottles,  some  gave  a  more  delicate  taste  than 
others.  Due  to  the  very  imperfect  method  of  production  it  was 
natural,  that  even  with  the  best  Torula  forms,  a  product  could 
not  be  obtained  which  came  up  to  the  best  English  brands.  No 
form  of  Torula  that  gave  an  absolutely  bad  taste  was  found; 
but  it  is  quite  possible  that  such  forms  exist.  That  no  such 
disease  producing  forms  were  found  among  the  Torulae  isolated 
from  English  beer,  is  partly  owing  to  the  beers  examined  being 
sound  and  good.  Still  some  of  the  organisms  isolated  did  at 
times  produce  an  unpleasant  smell  of  hydro-sulphuric  acid  in 
the  bottled  beer  which  had  been  inoculated  with  them.  This 
disappeared,  however,  after  the  beer  had  been  left  to  stand  for 
some  time  longer  (i   month). 

With  regard  to  the  faculty  of  producing  carbonic  acid  in 
the  beer,  there  is  a  difference  between  these  organisms,  and  this 
is  essentially  due  to  their  power  to  more  or  less  attack  the  sugar 
rest  in  the  beer,  and  to  ferment  the  different  sugars.  The  ma- 
jority of  Torulae  here  referred  to,  when  inoculated  into  the  two 
kinds  of  Danish  beer  in  question,  after  i  month  at  20^ — 25*^ 
caused  the  proper  secondary  fermentation  to  take  place,  so  that 
the  beer  acquired  the  true  English  character  and  contained  a 
satisfactory  amount  of  carbonic  acid.  Taste  and  odour  become 
more  pronounced  when  the  beer  is  left  for  a  longer  period,  sa>" 
I  or  2  months;  as  it  becomes  older,  it  usually  increases  in 
acidity.  Some  of  the  Torulae  would  not  quite  develop  in  the  beer 
experimented  upon;  only  after  standing  for  a  ver\-  long  time, 
about  six  months,  a  slight  development  of  yeast  took  place; 
but  if  a  little  sugar  was  added  to  the  beer  at  the  same  time 
as  the  Torula,  a  proper  secondary  fermentation  occurred  as 
quickly  as  is  generally  the  case:  after  14  days — i    month  at  23'^. 

During  their  development  in  the  beer  these  Torula  organisms 
invariably  produced  the  characteristic  English  taste  and  aroma. 
While  the  researches,  which  covered  a  period  of  4  >"ears,  were 
in  progress,  no  degeneration  was  noticeable  in  this  direction.  It 
did,  however,  occasionally  occur  that  the  two  aforesaid  species, 
as  well  as  other  forms  related  to  them,  did  not  develop,  or  onl\- 
to  a  very  slight  degree,  in  beer  completely  fermented  with  Sac- 
charomyces,  even  when  sugar  was  added  to  it.  These  cases 
occurred  when  the  inoculation  of  the  beer  had  been  done  with 
a  Torula   which    during    many    generations    had    been    culti\ated 
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for  a  long  time  in  wort  alone.  Most  of  the  Torula  forms  referred 
to  developed,  however,  normally  in  beer,  even  after  two  or 
three  years  of  culture  in  wort.  Such  a  degeneration  was  never 
observed,  if  for  the  inoculation  of  the  beer  with  these  Torulae, 
there  was  used  a  growth  from  a  beer  culture,  or  even  one  from 
wort,  provided  this  latter  had  not  very  long  since  been  cultiva- 
ted in  beer,  and  the  organisms  in  question  then  always  developed 
readily  in  beer. 

Normally,  as  has  ahead}'  been  mentioned,  the  cells  dev'e- 
loped  in  beer,  compared  to  those  from  a  wort  growth,  should 
have  a  more  regular  and  more  vigorous  appearance,  and  as  an 
average  be  larger.  If,  however,  the  cells  in  beer  culture  be- 
come more  irregular  and  longer,  and  mycelium  thread-like 
shapes  are  more  frequent,  then  it  will  be  seen  that  the  seeds 
in  such  cases  originate  from  a  wort  culture  continued  through 
many  generations.  If  therefore  it  is  desired  to  inoculate  the 
Torula  organisms  mentioned  in  beer,  a  growth  ought  to  be 
used,  which  has  been  taken  from  a  culture  in  beer,  by  which 
is  understood  —  wort  that  has  beforehand  been  fermented  with 
Saccharomyces. 

Final!}',  we  shall  only  just  mention,  that  different  admixtures, 
such  as  carbonate  of  calcium,  or  gypsum,  were  tried  for  the 
prevention  of  the  degeneration  referred  to,  according  to  the  ex- 
periments made  by  Se}'ffert^),  without,  however,  any  effect  being 
observed.  Nor  did  the  addition  of  more  nutritious  matter  to  the 
beer,  such  as  extract  of  yeast,  have  any  effect  in  this  direction. 

On  the  competition  between  Saccharomyces  and  Torula. 

In  the  practical  experiments  spoken  of  in  the  preceding  pa- 
ragraphs, with  the  two  species  of  Torula,  we  worked  in  such  a 
manner,  that  the  organism  in  question  was  added  to  beer  com- 
pletely fermented  with  a  Saccharomyces.  Trials  might,  however, 
also  be  carried  out  with  a  mixed  yeast,  so  that  both  species  of 
yeast  —  the  Saccharomyces  equally  with  the  Torula  —  were 
added  simultaneously,  on  starting  the  fermentation.  It  will  be 
quite  clear  at  the  outset,  that  in  this  case  the  conditions  will 
be  very  complicated  and  not  easy  to  master.  The  Saccharo- 
myces  will   at   first   multiply    quickly    in   the  wort,    in  opposition 


^)   Compare  p.    146. 
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to  the  slowly  developing  Torula.  This  is  evident  from  the  fol- 
lowing experiment,  in  which  an  equal  number  of  cells  of  Sacch. 
cerevisiae  Hansen  and  Torula  A  were  sown  in  ordinary  lager- 
beer  wort  at  25  °.  Every  other  da\'  a  small  portion  of  the  fer- 
mented wort,  after  being  shaken  up,  was  introduced  into  new 
wort,  and  after  the  14^^  culture,  a  plate  culture  on  wort  gelatine 
was  prepared.  In  this  only  a  development  of  Sacch.  cerevisiae 
appeared.  That  the  Torula  sown  was  still  present  in  the  beer, 
was  seen  by  allowing  the  culture  to  stand  i  month  at  25*^. 
When  after  this  period  a  portion  was  spread  out,  onl}^  a  deve- 
lopment of  Torula  colonies  was  visible. 

In  another  experiment  of  a  similar  nature,  a  new  culture 
was  made  every  6  days.  The  proportion  between  Sacch.  cere- 
visiae and  Torula  A  was  here,  after  i,  2  and  6  cultures  at  25*^, 
respectively : 


25  0 

At  the  begin-                              '                            ' 

ning  of            I   Culture         2  Cultures        6  Cultures 
experiment 

Sacch.  cerevisiffi:  Torula  A 

2.6  :    I              44:1               56  :   I 

160   :    I 

Here  again  the  Torula  is  quickly  forced  back;  but  b}'  al- 
lowing the  last  culture  to  stand  for  one  month,  it  reappeared; 
for  in  a  plate  culture,  only  Torula  then  developed.  If  a  small 
amount  of  Torula  and  a  great  quantity  of  Saccharom}'ces  be 
added  to  the  wort  at  the  same  time,  the  Torula  will,  even  if  at 
first  it  cannot  be  shown  to  be  present,  gradualh-  gain  ground, 
when  the  Saccharomyces  has  completed  the  primary  fermenta- 
tion of  the  wort,  and  by  standing  longer  will  show  more  and 
more;  the  Saccharomyces  will  be  pushed  back  little  by  little, 
and  at  last  completely  disappear.  If  only  a  mere  trace  of  Torula 
is  added  together  with  the  pitching  yeast  to  the  wort,  the  Torula 
may,  however,  in  that  case  be  quite  suppressed,  so  that  it  does 
not  appear  at  all  after  the  beer  has  been  left  to  stand. 

From  the  above  it  will  be  observed,  how  ver)-  complicated 
the  case  really  is  in  the  competition  between  the  two  different 
species  of  yeast.  Supposing  that  in  practice  we  worked  with 
two  pure  cultures  —  one  of  Saccharom\ces,  and  one  of  Torula — , 
but  that  they  were  added  at  the  same  time,  at  the  starting 
of    the    fermentation,    the    proportion    between    the    two    species 
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would  alread}'  after  the  first  fermentation  be  quite  altered.  During 
the  primar)^  fermentation,  the  top  fermentation  yeast  is  skimmed 
off  to  be  afterwards  used  as  pitching  yeast  for  a  subsequent 
brew,  and  by  each  new  fermentation  the  Torula  is  thus  pushed 
further  and  further  back.  —  It  is  quite  impossible  to  obtain  in 
this  way  any  rational  working. 

After  the  way  the  work  in  English  breweries  is  carried  on, 
that  is,  with  impure  yeast,  it  is  probable  that  several  Saccharo- 
myces,  and  also  several  of  the  Torulae  mentioned  here,  are  pre- 
sent; an  event  that  makes  the  conditions  still  more  complicated 
and  impossible  to  control.  During  the  secondary  fermentation, 
in  which  the  Torula  cells  specially  develop,  there  are  also  other 
organisms  with  which  they  must  wage  war,  namely  wild  Saccha- 
romyces  cells  and  bacteria.  If,  however,  the  Torula  organisms  are 
present  in  adequate  numbers  after  the  completion  of  the  primary 
fermentation,  and  if  otherwise  the  conditions  are  favourable  for 
their  development  —  such  as  a  sufficient  amount  of  sugar  and  the 
right  temperature  — ,  they  can  easily  overcome  their  competitors. 

In  the  samples  of  English  bottled  beer  which  I  have  had 
occasion  to  examine,  I  found  only  few,  if  any,  Saccharomyces 
cells  in  the  sediment,  and  without  doubt  many  cells  of  wild 
yeast  had  also  been  present.  The  fact  is,  however,  as  has  been 
pointed  out  before,  that  the  Saccharomyces  cells  gradually  die 
by  association  with  the  Torulae  in  the  beer.  We  shall  mention 
a  small  experiment  which  illustrates  this  phenomenon.  Sacch. 
cerevisiae  Hansen,  Sacch.  Pastorianus  Hansen,  and  Torula  A 
were  at  the  same  time  put  into  wort,  the  two  first  in  an  equal 
and  abundant  quantity,  the  latter  only  in  a  very  small  amount. 
After  standing  for  17  days  at  25^,  plate  cultures  with  wort  ge- 
latine showed  that  the  proportion  between  Saccharomyces  and 
Torula  was  i  :  50.  The  predominating  part  of  the  Saccharomj'ces 
developed  consisted  of  the  wild  yeast.  When  examined  after 
42  days  at  25**,  the  culture  showed  only  Torula  colonies;  thus 
in  the  long  run  the  Torula  had  easily  held  its  own  also  in  the 
fight  with  a  wild  yeast  such  as  Sacch.  Pastorianus. 

Torula  in  English  Breweries. 

No  doubt  the  Torula  forms  referred  to  are  found  every- 
where in  all  breweries  in  the  British  Isles,  —  in  fermenting  vessels, 
and  store  casks,  on  utensils  and  in  pipes,    and  especially  in  any 
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place  where  the  beer  remainders  are  allowed  to  accumulate. 
Due  to  the  general  arrangement  of  the  work,  and  the  way  in 
which  the  fermentation  proceeds,  coupled  with  the  high  tempe- 
rature at  which  this  latter  and  the  storing  (the  secondary  fer- 
mentation) takes  place,  favourable  conditions,  and  a  wide  scope, 
are  always  present  for  the  development  of  these  organisms, 
when  once  they  have  crept  in,  and  the  longer  the  storing  period 
at  the  proportionally  high  temperature  used  here,  the  more  these 
organisms  will  influence  the  beer.  After  they  have  ceased  their 
activity  when  no  more  fermentable  sugar  is  left,  they  will  still 
be  able  to  begin  again  when  new  priming  is  added. 

In  beer  which  is  not  subjected  to  any  proper  storing,  but 
which  is  delivered  to  the  consumers  shortly  after  the  commence- 
ment of  the  fermentation  —  running  beers  — ,  the}^  do  not  get 
time  to  develop  to  a  perceptible  degree,  and  consequently  the 
beer  has  not  the  same  character  as  the  stored  beer. 

As  the  result  of  an  examination  of  some  chips  of  wood 
scraped  off  the  inside  of  some  trade  casks  from  an  English  brew- 
ery, it  may  be  here  pointed  out  that  Torula  of  the  categorx" 
referred  to  was  easih'  traceable  on  these. 

These  Torula  cells  are  also  found  in  the  impure  pitching 
yeast  in  English  breweries;  but  as  the}'  cannot  develop  during 
the  first  part  of  the  primary  fermentation,  they  will  only  be  found 
in  small  numbers  in  the  top  yeast,  which  gathers  during  the 
primary  fermentation  on  the  surface  of  the  beer,  and  which  is 
skimmed  off  and  later  on  used  as  new  pitching  yeast.  In  the 
few  samples  of  English  pitching  yeasts  obtained  from  four  diffe- 
rent breweries  which  I  had  opportunity  to  examine,  I  could,  how- 
ever, find  and  isolate  the  Torulae  in  question. 

On  keeping  before  us  the  large  spread  in  English  breweries 
of  the  organisms  of  which  we  are  speaking,  we  can  now  also 
find  the  explanation  of  the  fact,  that  in  statements  about  the 
use  of  one  pure  cultivated  species  of  yeast  in  English  breweries 
tor  the  production  of  stock  beers  diverging  results  are  obtained. 
Thus  in  one  brewery  they  have  certainly  used  a  pure  yeast 
(Saccharomyces),  but  not  always  in  the  course  of  the  work 
strictly  watched  the  conservation  of  the  pure  culture,  a  thing 
not  easy  to  do,  when  all  vessels  and  utensils  are  infected  be- 
forehand with  the  said  Torulae,  and  in  liiis  \\a\  during  the 
storing    they  have  obtained  the  typical   P^nglish   beer,    with   taste 
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and  aroma  characteristic  of  it.  On  the  other  hand,  in  another 
brewery  the  work  was  carried  on  with  greater  cleanhness,  and 
here  they  succeeded  in  keeping  the  yeast  pure,  but  with  an 
unfortunate  resuh,  namely  that  the  secondary  fermentation  did 
not  take  place. 

Doubtless  in  some  cases  another  reason  for  the  disagree- 
ment in  the  statement  of  results  obtained  b}-  the  use  of  a  pure 
culture  yeast,  is  the  one  advanced  by  Siau^),  to  wit,  that  the 
divergence  has  arisen  from  the  fact  that  the  expression  "se- 
condary fermentation"  is  used  in  reference  to  two  different 
things.  The  said  investigator  is  of  the  opinion  that  a  single 
cell  yeast  (Saccharomyces)  may  be  used,  but  only  for  running 
beer  —  that  is,  beer  which  is  brewed,  racked,  and  consumed 
within  a  month  — ,  because  in  such  beer,  after  it  has  been  racked, 
the  Saccharomyces  is  able  to  continue  the  fermentation  for  about 
a  fortnight.  Siau  supposes  that  it  is  to  this  kind  of  fermenta- 
tion that  Wilson  and  Miller  referred,  when  they  spoke  of 
having  obtained  a  secondary  fermentation  in  their  beer,  while 
on  the  other  hand,  it  is  evident  that  Morris  and  the  Burton 
school,  who  could  not  obtain  any  secondary  fermentation,  used 
this  expression  about  the  fermentation  which  does  not  set  in 
until  I  month  or  later  after  racking,  that  is,  in  the  same  sense 
as  I  have  used  it  in  this  paper.  According  to  Jorgensen, 
however,  there  are  certain  top  fermentation  beer  }"easts  which 
separately  all  alone  are  able  to  carr}^  out  the  whole  fermentation, 
also  the  secondary  fermentation,  in  the  stock  beers  referred  to 
The  beer  thus  produced  will,  of  course,  show  quite  another 
character  than  that  which  has  been  subjected  to  the  influence 
of  the  Torula  organisms  in  question. 


Even  if  on  tlie  lines  on  which  English  stock  beer  is  pro- 
duced at  the  present  time,  an  excellent  product  can  be  obtained 
with  impure  3'east,  it  is  evident  that  the  work  is  carried  out  on 
a  very  uncertain  foundation,  since,  especiall}'  as  far  as  the  se- 
condary' fermentation  is  concerned,  on  account  of  the  continual 
competition  between  different  organisms,  the  brewers  are  to  a 
large  extent  dependant  upon  accidental  circumstances,  and  sooner 

*)  R.  L.  Siau:  Brewery  Infection  and  Pure  Veast.     Journ.  of  the  fed.  Inst,  ot 
Brew.    12,    llS  (1906). 
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or  later  must  be  prepared  for  the  appearance  of  bad  results.  In 
the  method  used  by  him,  for  producing  the  English  type  of 
stock  beer,  Claussen  endeavours  to  do  away  with  these  draw- 
backs by  adopting  the  use  of  pure  cultures.  Consequently  he 
arranges  to  let  the  fermentation  take  place  in  two  separate  stages 
following  each  other:  —  first  a  primary  fermentation,  with  a  se- 
lected race  of  a  pure  culture  of  a  Saccharomyces  of  the  high 
fermentation  group,  and  after  this  fermentation  is  finished,  a  se- 
condary fermentation  with  another  selected  race  of  one  of  the 
Torula  forms  which  he  comprehends  under  his  Brettanomjxes 
group.  In  the  manner  indicated  the  progress  of  the  fermenta- 
tion can  be  controlled  and  regulated  during  the  whole  course 
of  the  fermentation  from  beginning  to  end.  Thus  the  manufac- 
ture is  carried  on  in  a  rational  manner,  as  it  has  long  been  in 
bottom  fermentation  breweries;  certainly  two  species  of  yeast 
are  required,  as  well  as  two  stages  of  fermentation,  but  the 
principles  of  the  pure  culture  system  are  here  nevertheless  ap- 
plied to  their  full  extent. 

For  a  brewery  desiring  to  work  according  to  this  method, 
the  choice  of  a  suitable  Saccharomyces  for  producing  the  pri- 
mary fermentation  will  not  offer  any  appreciable  difficulty.  In  a 
brewery  working  under  normal  conditions,  resulting  in  a  good 
product,  it  will  be  comparatively  easy  to  prepare  a  pure  culture 
from  the  top  yeast  which  constitutes  the  principal  part  of  the  pitching 
yeast,  and  in  this  way  to  obtain  a  race  that  will  produce  a  satisfactorv 
primary  fermentation,  with  the  requisite  degree  of  attenuation,  for- 
mation of  head  and  clarification.  If  the  beer  produced  at  a  given  time 
in  a  brewery  is  a  perfectly  satisfactory  and  good  product,  it  will  also 
be  comparatively  simple  to  isolate  a  reliable  secondary  fermentation 
Torula;  but  if  this  is  not  the  case,  then  the  choice  of  the  two  fermen- 
tation organisms  must  be  made  with  greater  care,  because  not  ever\' 
Torula  or  Saccharomyces  species  which  is  isolated  will  do.  In  the 
selection  of  a  fitting  Torula  a  slowly  or  quickly  fermenting  spe- 
cies or  race  must  be  chosen  according  to  requirements,  and  of 
course  one  that  will  >ield  a  quickly  depositing  yeast,  which  lies 
compact  in  the  bottle;  concerning  this  it  may  be  remarked  that, 
as  a  rule,  a  good  race  is  to  be  found  among  those  forms  where 
the  young  growth  from  a  wort  or  beer  culture  has  as  regular 
an  appearance  as  possible  and  consists  chiefly  of  ellipsoid  coils. 
As    ahead)'    mentioned,    there;    are  'J'orula    forms    of  the  {;rou[>   in 
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question  where  the  cells  from  a  young  wort  or  beer  growth 
have  a  more  regular  appearance  than  the  two  species  described 
above,  while  on  the  other  hand  others  are  found  which  abun- 
dantly develop  oblong,  or  even  thread-like  cells.  These  latter 
are  not  so  well  adapted  for  use  in  breweries,  seeing  that  they 
give  a  sediment  in  bottles  which  is  easily  shaken  up.  Other 
unsuitable  forms  best  avoided  are  those  which  immediately  form 
a  film  on  the  beer,  and  other  possible  disease  producing  forms 
which  conduce  to  disagreeable  changes  in  taste  and  odour. 

The  different  Torulae  of  the  group  we  are  dealing  with 
need  a  certain  amount  of  sugar  in  the  beer  to  at  all  develop, 
which  differs  according  to  the  different  species.  Consequently 
care  must  be  taken  that  after  the  primary  fermentation  the  beer 
should  contain  a  suitable  quantity  of  sugar;  this  can  eventually 
be  done  b}'  the  addition  of  sugar,  and  in  choosing  this  it  must 
be  taken  into  consideration  to  obtain  one  which  is  easily  fer- 
mented by  the  Torula.  Should  the  beer  not  contain  the  correct 
quantity  of  sugar  so  that  the  Torula  cannot  commence  fermen- 
tation immediatel}',  and  should  the  beer  consequently  not  acquire 
the  peculiar  typical  English  character  till  after  long  storage, 
it  will  in  that  case  have  less  power  of  resistance  against  attacks 
from  Bacteria  and  wild  y-east. 

Should  the  product  of  a  brewery,  by  the  introduction  of 
pure  cultures  of  the  kind  mentioned,  change  its  type  somewhat, 
this  difficulty  will  easily  be  overcome  by  allowing  the  introduc- 
tion to  proceed  gradually,  in  order  to  prevent  the  consumers 
from  detecting  the  alteration.  It  was,  indeed,  the  same  thing 
that  took  place,  when  Hansen  in  bottom  fermentation  breweries 
introduced  one  selected  yeast  in  pure  culture,  and  in  this  case 
it  certainly  proved  to  be  the  only  way  of  obtaining  a  rational 
method  of  manufacture. 

V.    On  the  presence  of  Torulae  in  Danish, 

Swedish,  and  American  beers,  and  a  method  of 

isolating  them. 

As  is  evident  from  the  above,  the  organisms  treated  of  here 
were  always  found  to  exist  in  large  quantities  in  all  the  samples 
of  English  stock  beers  examined.  This  gave  rise  to  the  question 
—  if  they  are  also  present  in  other  beer,  or  if  they  do  specially 
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belong  to  the  English,  and  were  they  liable  to  be  found  in 
other  beer,  what  part  they  then  play  with  regard  to  its  character 
and  stability.  Thus  it  was  natural  first  to  examine  if  these  be- 
ings are  present  in  Danish  beer,  and  particularly  in  the  beer 
manufactured  in  Copenhagen. 

The  Danish  beers  which  I  included  in  my  experiments  were 
the  following  five,  namely  —  lagerbeer  of  the  Bavarian  type 
(coming  from  two  Copenhagen  breweries),  beer  of  the  Pilsener  type 
(from  a  brewery  in  the  same  city),  beer  of  the  so-called  stout  type 
(from  four  Copenhagen  breweries)  and  the  export  beer  mentioned 
above  (from  a  brewery  in  the  same  town).  These  four  kinds  of 
beer  are  bottom  fermentation  beers,  and  have  been  stored  for  a 
rather  lengthy  period  at  a  low  temperature.  The  fifth  kind 
which  was  examined  was  ordinary  Danish  top  fermentation  beer 
("Hvidt  01"),  which  is  a  top  fermentation  beer,  dark,  rich  in 
extract,  not  stored,  and  containing  but  a  small  percentage  of 
alcohol  (about  1.5  percent.).  It  came  from  four  Copenhagen  brew- 
eries, and  from  breweries  in  two  other  towns  in  Denmark. 

As  a  result  of  investigations  made  into  about  120  samples  of 
Danish  beer,  at  different  periods,  in  the  course  of  some  years, 
with  regard  to  the  Torula  forms  spoken  of,  it  appeared  that 
they  are  also  found  to  a  large  extent  in  Danish  beer, 
without,  however,  influencing  in  any  important  degree 
the  aroma  and  taste,  or  the  stal)ility  of  the  beer. 

The  normal  Danish  bottled  beer  of  the  lager,  Pilsener,  ex- 
port and  stout  types,  in  contrast  to  the  English  stock  beers  such 
as  stout  and  ale,  have  in  bottles  no  deposit.  Only  when  it  has 
been  standing  for  a  rather  long  period,  and  even  then  not  al- 
wa\"s,  there  will  appear  in  the  unpasteurised  Danish  beer  of  the 
t)pes  just  mentioned,  a  greater  or  smaller  deposit  at  the  bottom  of 
the  bottle,  and  a  turbidity  due  to  yeast  cells,  or  bacteria,  which 
will  render  the  beer  undrinkable,  by  giving  it  an  undesirable 
and  bad  taste  and  smell.  In  practice,  however,  the  beer  will 
never  be  allowed  to  stand  as  long  as  that,  before  being  consumed. 
In  the  above  mentioned  non-stored  top  fermentation  beer,  there 
will  always  immediately  form  in  the  bottled  beer  a  larger  or 
smaller  sediment,  which  increases  by  long  standing. 

By  allowing  the  aforesaid  Danish  beers  to  stand  at,  say,  or- 
(linar>-  room  tempeiature,  until  a  distinct  deposit  has  formed. 
and   by  making  a  plate  culture  in  wort  gelatine  from   this,  usually 
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only  colonies  of  Saccharomyces  —  culture  yeast,  as  well  as  wild 
veast  —  will  develop,  perhaps  also  bacteria.  By  subjecting  the 
said  Danish  beers  to  a  certain  treatment,  of  which  I  shall  speak 
more  fully  below,  1  was  in  the  majority  of  instances  able  to 
prove  the  presence  of  the  Torula  organism  referred  to. 

As  these  organisms  develop  slowly  in  beer,  and  with  the 
greater  difficulty,  the  more  fermented  and  the  less  rich  in  extract 
it  is,  time  must  be  given  them  to  develop.  In  contrast  to  what 
is  the  case  in  English  beer,  they  are  present  only  in  infinites- 
imal numbers  in  the  Danish  beer,  when  this  is  bottled,  which 
fact  will  be  explained  later;  on  account  of  this  they  have  a  hard 
struggle  with  other  yeasts  and  bacteria. 

If  bottled  beer  is  left  for  a  long  time,  one  month  or  even 
longer,  at  ordinary  room  temperature  or  at  25^,  the  number  of 
Torula  cells  will  gradually  increase  in  proportion  to  the  cells  of 
other  yeasts,  and  by  standing  longer  these  latter  will  ultimately 
be  quite  suppressed  and  die.  The  bacteria  present  succumb,  as 
a  rule,  very  quickly,  or  at  all  events  they  do  not  develop  in  a 
plate  culture  in  wort  gelatine.  As  the  optimum  for  the  vegeta- 
tive growth  is  rather  high  in  the  case  of  these  Torulae,  their 
development  may  be  accelerated  considerabh-  by  leaving  the 
beer  to  stand  at  a  higher  temperature.  Thus  a  quicker  and  no 
doubt  more  reliable  result  was  obtained  by  allowing  the  beer 
to  remain  in  the  corked  bottle  at  the  optimum  temperature  of 
32^  for  about  20 — 30  days,  or,  which  was  also  tried,  by  leaving 
the  bottled  beer  at  20^  or  25^  for  i  month,  then  introducing 
a  great  portion  of  the  deposit  formed  into  a  Chamberland-flask 
containing  Danish  export  beer,  to  which  in  some  cases  glucose 
had  been  added.  This  culture  was  then  left  to  stand  for  15  to 
20  days  at  32^.  When,  adopting  the  latter  mode  of  procedure, 
it  was  found  that  after  standing  for  the  first  month  only  colonies 
of  Saccharomyces  developed  in  a  plate  culture,  and  in  a  few 
instances  also  bacteria,  it  happened  that  after  standing  longer  at 
32^,  in  a  new  plate  culture  colonies  developed,  of  which  the 
majority,  or  even  all,  were  Torula  forms  of  the  Claussen  group. 
How  delicate  the  above  method  by  cultivation  at  32^  is,  the 
following  experiment  will  show.  Pasteurised  Danish  stout,  and 
Danish  export  beer  (150  cm^)  were  introduced  into  two  Cham- 
berland-flasks,  each  infected  with  20000000  cells  of  a  )oung 
growth  of  Sacch.  cerevisiae  Hansen,    and   100  cells  of  the  Torula 
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A  described  above.  The  cultures  were  left  to  stand  at  32°,  and 
when  after  26  days,  an  extensive  deposit  had  formed,  and  both 
cultures  had  the  typical  English  odour,  the  proportion  between 
the  two  species  of  yeast  in  the  beer  was  determined.  The  result 
was  that  the  ratio  between  Sacch.  cerevisise  and  Torula  A  in 
the  stout  was  i  :  80,  while  in  the  export  beer  it  was  i  :  1000. 
Thus  the  Torula  had  shown  up  very  distinctly.  In  another  ex- 
periment at  32"  in  a  Chamberland-flask  with  Danish  export  beer 
in  which  was  put  15000000  cells  of  Sacch.  cerevisiae  Hansen 
and  150  cells  of  Torula  A,  when  a  plate  culture  was  established 
in  wort  gelatine  after  17  days,  only  a  development  of  Torula 
appeared  in  the  latter.  From  the  first  experiment  it  will  also 
be  seen  that  the  Danish  export  beer  is  more  adapted  to  the 
demonstration  of  the  Torulae  than  Danish  stout. 

Hansen's  saccharose-tartaric  acid  method,  which  is  so  very 
superior  for  proving  the  presence  of  a  small  amount  of  wild 
yeast  (Saccharomyces)  in  a  mixture  with  culture  yeast,  was  also 
tried.  As  a  rule,  however,  it  is  not  possible  by  this  method  to 
prove  the  presence  of  the  English  Torulae  when  the}'  occur  in 
a  smaller  number  in  a  Saccharomyces  culture,  as  Will  was  able 
to  do  by  his  researches  into  other  Torula  forms,  which  do  not 
belong  to  the  group  in  question. 

It  was  evident  from  the  experiments  on  the  presence  of  the 
organisms  mentioned  in  Danish  beer,  that  while  they  were  rarely 
present  in  the  beer  of  lager  and  stout  type  from  one  of  the 
breweries  examined,  they  proved  to  be  of  common  occurrence 
in  the  same  kinds  of  beer  from  another  brewery,  as  well  as  in 
the  export  beer  from  the  same  quarter,  and  in  its  beer  of  the 
Pilsener  type.  Likewise  they  were  frequently  found  to  be  present 
in  the  stout  beer  of  a  third  brewery,  and  almost  always  in  all 
the  samples  of  top  fermentation  beer  examined. 

Part  of  the  isolated  Torula  forms,  both  of  English  and  Da- 
nish, were  tested  in  corked  bottles  in  pasteurised  Danish  beer 
of  the  same  sorts  and  types  as  those  in  which  the  presence 
of  Torula  had  been  shown.  The  different  beers  of  the  lager 
and  Pilsener  types,  and  also  Danish  top  fermentation  beer,  be- 
haved alike  when  a  pure  culture  of  one  of  these  forms  was 
added,  and  just  as  Danish  stout  and  export  beer,  in  so  far  that 
the  same  development  took  place  in  the  beers,  and  a  sufficient 
amount  of  carbonic  acifl   was  dcxeloped    in   the  same  wa\"    as    in 
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these  two  beers;  but  even  though  the  characteristic  EngUsh  odour 
and  taste  might,  as  a  rule,  be  traced  —  which  was,  however, 
not  always  the  case  — ,  the  beer  had  an  unpleasant  and  impure 
taste,  together  with  an  objectionable  smell.  In  these  beers  they 
acted  decidedly  as  disease  organisms;  as  will  be  seen  later, 
however,  they  have  no  practical  significance  as  such  for  the 
Danish  beer.  As  tor  the  Danish  stout  beer  examined,  the  Eng- 
lish stout  character  was  always  manifest  in  the  former  type,  while 
from  the  export  beer,  it  is  true,  beer  with  somewhat  of  an  ale 
character  was  obtained,   but  without  a  desirable  taste. 

With  regard  to  the  Danish  bottom  fermentation  beer, 
including  Danish  stout,  which  immediately  after  the  completion 
of  the  primary  fermentation  is  stored  at  a  low  temperature,  the 
Torulae  mentioned  are  of  no  importance,  as  they  cannot  develop 
at  the  low  temperature  at  which  the  storing  takes  place,  and 
for  this  reason  they  cannot  have  any  influence  on  the  character 
of  the  beer  during  the  secondary  fermentation.  It  is  not  till 
they  are  in  the  bottles,  that  they  have  an  opportunity  to  deve- 
lop, if  they  are  present  at  all,  and  then  they  will  only  be  in 
exceedingly  small  numbers ;  but  seeing  that  the  beer  is  usually 
consumed  within  2 — 3  weeks,  that  is,  before  it  has  an  opportunity 
to  form  a  deposit,  to  become  turbid,  or  to  acquire  an  impure 
and  bad  taste  and  smell,  they  are  of  no  consequence.  Moreover, 
it  must  be  remembered  that  on  account  of  consumers  in  most 
beer-producing  countries  preferring  their  beer  to  be  bright  and 
without  any  deposit,  the  greater  part  of  the  bottled  bottom  fer- 
mentation beer  is  pasteurised. 

Even  though  these  organisms  might  prove  to  exist  in  Danish 
stout  after  the  beer  has  been  left  standing  for  some  time,  it  was 
quite  exceptional  that  they  succeeded  in  transforming  this  into 
beer  of  the  English  type,  a  result  which  might  by  rights  have 
been  expected.  In  most  of  the  bottles  containing  Danish  stout 
left  at  a  high  temperature,  there  was  frequently  only  a  small 
deposit  formed  by  standing.  It  appeared  that  the  few  Torula 
cells  already  present  from  the  beginning,  and  probably  in  a 
weakened  state,  had  to  fight  hard  with  the  other  micro-organisms 
already  there,  which  under  these  abnormal  circumstances  made 
the  beer,  as  a  rule,  undrinkable  and  sour,  also  that  the  Torula 
had  developed  very  little,  even  if  the  Saccharomj'ces  cells  and 
bacteria  gradual!)-  died  out.     The  same    competition  takes  place 


173 

in  other  bottom  fermentation  beers,  so  that  tlie  Torulae  in  these 
also  do  not  impress  the  English  character  on  the  beer. 

In  the  Danish  top  fermentation  non-stored  beers,  which 
in  the  course  of  a  few  days  after  a  quickly  finished  primary 
fermentation  are  delivered  to  the  consumers,  these  organisms 
cannot  come  to  a  development  of  any  importance,  during  the 
secondary  fermentation  which  the  Saccharomyces  produces  in 
the  bottle.  Torula  organisms,  which  in  the  beginning  are  present 
in  an  exceedingly  small  number,  will  only  develop  from  long 
standing,  whilst  at  the  same  time  wild  yeast  and  bacteria  will 
also  develop  and  make  the  beer  undrinkable.  The  Torula  is 
not  afforded  facilities  here  either  to  give  the  beer  an  English 
character. 

In  addition  to  the  preceding  investigations  into  Danish  beer, 
the  result  of  the  analysis  of  some  beer  samples  of  the  stout 
type  shall  also  be  given  here  from  different  Swedish  breweries. 
Generally,  the  self  same  Torula  forms  could  here  also  be  easily 
shown  to  be  present.  It  was  specially  easy  to  prove  the  pre- 
sence of  these  Torulae  in  the  samples  from  a  given  Swedish 
brewery,  of  which  the  beer  in  taste  and  odour  resembled 
closely  the  typical  English  stout,  and  which,  as  I  have  learned, 
is  said  to  be  produced  after  the  same  method  as  this,  with 
yeast  sent  out  from  England. 

It  may  also  be  stated,  that  Claussen^)  has  discovered  that 
not  seldom  the  presence  of  the  same  organisms  could  be  shown 
in  American  lagerbeer,  when  this  latter  had  been  left  to  stand 
for  a  rather  long  time  at  a  comparatively  high  temperature  in 
the  laboratory. 

Thus  it  is  seen  from  the  above  that  the  said  Torula?  are 
not  specially  associated  with  English  beer,  but  that  they  \er\' 
frequently  occur  in  Danish,  as  well  as  in  Swedish  and  American 
beers,  and  in  all  likelihood  their  presence  will  be  detected  eve- 
rywhere that  beer  is   manufactured. 

Outside  of  England,  and  a  few  other  places  where  beer  is 
produced  on  similar  lines,  these  organisms  will,  as  alrend\' 
mentioned,  never  play  an  even  appreciable  part,  as  the  beer,  if  at 
all    subjected    to    storing,    is    stored    at   a   low    temperature.      As 


')  N.  Hjelte  Claussen:   Occurrence  ol   IJreltanoinyccs  in  American  l,aperl)eer. 
Amer.  Brew.  Rev.  19,   511   (1905). 
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regards  the  manner  in  which  they  obtain  admission  to  the  brew- 
eries, it  can  only  be  observed  that  they  get  in  in  the  same 
manner  as  the  wild  Saccharomyces  and  other  micro-organisms. 
In  fact,  it  must  be  remembered,  that  even  in  the  breweries 
where  cleanhness  is  carried  to  the  farthest  extent,  and  which 
constantly  work  with  pure  cultures,  a  minute  infection  may  under 
certain  circumstances  get  in  here  and  there  in  various  parts  of 
the  establishm.ent.  The  longer  the  pure  yeast  is  used,  without 
being  renewed  from  the  laboratory,  the  more  of  these  unwelcome 
intruders  which  induce  uncertainty,  is  the  brewery  likely  to  be 
encumbered  with.  Thus  even  in  the  best  managed  breweries, 
it  may  happen  that  a  slight  development  of  the  Torulae  referred 
to  takes  place;  the)'  are,  however,  very  unfavorably  situated  in 
the  competition  with  the  culture  yeast,  and  especially  where  the 
latter  is  used  in  pure  culture,  they  will  only  have  a  precarious 
existence,  and  thus  be  of  no  consequence. 

VI.    Summary. 

In  the  preceding  pages  the  fact  was  first  touched  upon, 
that,  25  years  ago,  Hansen  s  theoretical  and  practical  researches, 
and  especially  his  pure  culture  system,  started  a  revolution  in 
the  industry  of  fermentation.  The  first  to  adopt  his  ideas  and 
the  methods  devised  by  him  were  the  bottom  fermentation 
breweries,  from  which  they  spread  in  the  course  of  years,  not 
without  encountering  greater  or  less  resistance,  to  several  other 
branches  of  the  fermentation  industry. 

In  the  top  fermentation  breweries,  which  are  solely 
dealt  with  in  the  present  memoir,  we  are  in  presence  of  the 
peculiar  phenomenon  that,  notwithstanding  the  very  obvious  ad- 
vantages which  pure  cultivated  yeast  has  there  also  proved  to 
be  possessed  of,  it  was,  after  all,  only  in  later  years  that  Han- 
sen's system  obtained  a  lasting  and  general  foothold  on  the 
European  Continent,  although  as  early  as  1885  Jorgensen  had 
succeeded  in  introducing  it  in  some  Danish  top  fermentation 
breM'eries.  As  regards  the  breweries  in  the  British  Isles,  with 
which  we  are  chiefly  dealing  here,  it  must  be  admitted  that  the 
new  reform  has  not  in  effect  got  any  real  foothold  there.  Jor- 
gensen  arrived  at  the  result  that  certain  species  of  top  fermen- 
tation  yeast   exist,    which    are    able    to    carr\-   through   the  whole 


175 

fermentation  in  English  breweries,  not  merely  as  far  as  the  pro- 
duction of  running  beers  is  concerned,  but  even  in  the  prepara- 
tion of  the  stronger  stock  beers,  such  as  stout  and  ale.  With 
regard  to  the  former  kinds  of  beer  he  has,  as  far  as  I  know, 
met  with  general  approval;  but  with  the  latter  the  case  is  very 
different:  —  it  is  true  that  several  brewery  technologists  sided 
with  him,  but  the  number  of  those  who  have  declared  against 
him  is  larger.  The  very  numerous  articles  and  discussions 
which  in  the  course  of  years  were  written  on  the  application 
of  the  pure  culture  system  to  the  manufacture  of  English  stock 
beers,  turn  again  and  again  upon  the  secondary  fermentation 
problem :  the  question  as  to  whether  the  secondary  fermenta- 
tion can  or  cannot  really  be  carried  through  satisfactorily  by 
the  same  species  which  carried  on  the  primary  fermentation. 
Certain  it  is  at  all  events,  that  not  all  top  fermentation  yeast 
species  are  capable  of  doing  this.  Besides,  it  is  evident  that 
the  term  "secondary  fermentation"  is  interpreted  somewhat  dif- 
ferently by  the  writers  on  the  subject.  When  the  question  is 
of  running  beers,  it  means  one  thing,  whilst  in  the  case  of  the 
stored  typical  English  beers  (stout  and  ale)  it  has  a  different 
signification. 

As  the  result  of  his  investigations  Claussen  showed  in  1904 
that  in  all  typical  English  stock  beers,  such  as  ale  and 
stout,  certain  Torula  forms  are  always  present,  and  that 
the  taste  and  aroma  characteristic  of  these  beers  are 
dependant  upon  the  presence  and  activity  of  these 
organisms,  which  he  denominates  Brettanomyces.  They  also 
play  a  part  in  the  secondary  fermentation,  making  it  at  all 
events  more  lively  than  it  is  without  their  cooperation.  It  is 
evident  that  the  secondary  fermentation  here  does  not  mean  the 
same   thing   as  it  did  in  the  case  of  Jorgensen's  experiments. 

By  Claussen' s  researches  the  question  relating  to 
the  taste  and  odour  of  the  typical  English  stock  beers 
was  for  the  first  time  brought  to  the  front. 

hi  concert  with  Claussen  I  have  undertaken  a  more  theo- 
retical inquiry  into  the  Torulae  concerned.  As  to  their  position 
within  the  great  Torula  group,  it  is  shown  by  the  account  given 
above  of  what  is  known  hitherto  about  the  different  species  ot 
Torula,  and  it  is  pointed  out  that  the  Torulse  of  Claussen 
form  n   particular  sub-group. 
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Since  these  organisms  exist  abundantly  in  all  typical  English 
stock  beers,  their  isolation  from  these  does  not  require  any  spe- 
cial methods.  In  regard  to  other  sorts  of  beer,  however,  the 
case  is  quite  different.  The  fact  is  that  they  also  occur  some- 
times in  Continental  breweries,  but  in  these  they  do  not  meet 
good  conditions  for  their  development,  and  consequently  — 
owing  also  to  the  general  use  of  the  pure  culture  system  —  they 
only  occur  to  a  very  small  extent  and  are  not  noticed ;  for  these 
various  reasons  they  can  be  of  no  effect,  and  may  be  left  out  of 
consideration.  If  they  are  present  at  all  in  the  beer,  they  can 
attain  development  only  after  long  standing  of  the  latter,  prefer- 
ably at  a  high  temperature,  say  25°  or  32  "^  C.  With  still  greater 
certainty  can  they  be  made  to  show  by  leaving  the  beer  to 
stand  for  one  month  in  a  corked  bottle  at  20*^ — 25  °,  and  then 
transferring  part  of  the  sediment  formed  into  pasteurised  beer 
in  a  flask  to  which  the  air  has  access.  After  some  20  days 
this  latter  culture,  if  left  at  a  temperature  of  32°,  will  yield  in 
plate  cultures  from  the  yeast  deposit  formed,  almost  only,  if 
not  exclusively,  colonies  ofthe  Torula  forms  in  question. 

The  group  of  English  beer  Torulae  mentioned,  differ  from 
the  Torulae  previously  described  by  other  authors  in  that,  if 
transferred  into  beer  fermented  beforehand  with  a  Saccharo- 
myces,  they  carry  the  fermentation  further,  being  able  to  mul- 
tiply and  further  ferment  the  sugar  rest  in  the  beer,  and  accord- 
ing as  the  amount  of  alcohol  and  carbonic  acid  thus  increases, 
acids  are  formed  at  the  same  time,  which  combine  with  the 
alcohol  to  ethers,  imparting  to  the  beer  the  characteristic  Eng- 
lish taste  and  aroma. 

As  distinct  from  the  majority  of  the  Torulae  previously 
known,  those  under  discussion  ferment  maltose,  and  are  greater 
producers  of  alcohol,  which  ferment  beer  wort  to  a  great  extent; 
thus,  for  instance,  in  wort  of  13.8  per  cent.  Ball.,  to  which  have 
been  added  10  per  cent,  of  saccharose,  they  form  nearly  10  per 
cent,  by  weight  of  alcohol;  but  the  fermentation  takes  place 
slowly,  —  thus  in  the  case  just  quoted  it  is  only  closed  after 
about  8  months  at  20^.  Besides,  the  Torulae  of  the  group  de- 
scribed are  distinguished  by  the  fact  that  they  ferment  saccharose 
yeast  water  without  causing  a  reduction  in  Fehling's  solution, 
although  an  inversion  takes  place,  the  inverted  sugar  being  fer- 
mented immediately. 
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The  Torulae  spoken  of  divide  themselves  naturally  into  two 
groups,  the  mennbers  of  which  are  closely  allied  to  the  two 
species  described  above  (page  149)  as  Tor u  la  A  and  Torula  B, 
each  of  which  is  a  typical  representative  of  its  own  group. 

These  two  species  differ  in  a  marked  degree  from  each 
other,  in  that  one  of  them,  namely  Torula  B,  ferments  lac- 
tose, the  other  not.  There  is  also  this  difference  between 
them,  that  the  maximum  and  minimum  temperatures  for  the 
vegetative  growth  are  somewhat  lower  in  the  case  of  the  species 
fermenting  lactose,  namely  39 '^ — 39^/2 '^  and  3*^ — 4^  respectivel\", 
whereas  in  the  instance  of  the  other  (Torula  A)  the  said  tempe- 
ratures are  40^ — 4072^^  and  5° — 7^  respectively. 

From  the  competition  experiments  made  on  a  brewery  top 
fermentation  yeast  and  one  of  these  English  Torula  forms,  it 
appeared  that  the  circumstances  during  a  competitive  struggle 
are  very  complicated,  and  that  if  a  fermentation  with  a  Saccha- 
romyces  and  a  Torula  of  the  kind  in  question  is  to  be  carried 
on,  it  is  necessary,  in  order  to  regulate  and  master  the  fermen- 
tation, to  add  the  Torula  after  the  Saccharomyces  has  completed 
the  primary  fermentation  of  the  wort. 

With  regard  to  English  stock  beers  in  general,  the  following 
conclusion  ma}^  be  drawn  from  the  present  paper:  however  dif- 
ferent the  English  stock  beers  may  be  in  the  various  parts  of 
the  United  Kingdom,  still  there  unmistakably  exists  a  common 
character  in  regard  to  the  odour  and  taste  of  the  beer,  which 
derives  its  typical  stamp  from  that  very  character. 

In  the  Carlsberg  breweries  and  other  Danish  breweries  a  so- 
called  stout  is  made  by  means  of  bottom  fermentation  yeast  and 
storing  at  low  temperature.  The  beer  thus  produced  bears  indeed 
a  certain  resemblance  to  stout,  but  differs  nevertheless  to  an 
appreciable  degree  from  the  typical  English  stout.  This  Danish 
beer  has  its  large  and  regular  clientele,  who  decidedly  would 
not  like  the  English,  but  insist  on  the  Danish  type,  to  which 
they  have  once  accustomed  themselves.  The  method  b\'  which 
stout  is  made  in  the  Carlsberg  breweries  has  also  served  as  a 
model  to  several  breweries  in  Denmark  and  elsewhere,  for  in- 
stance in  South  Africa. 

If  English  brewers  would  determine  to  adopt  the  pure  yeast 
system    in    their  manufacture   of  stock   beers,   without  modifying 


the  peculiar  typical  character  of  these,  they  would  have  to  pro- 
ceed as  follows: 

A  pure  seed  culture  of  a  selected  species  of  Saccharomyces 
should  be  used  to  carry  on  the  primary  fermentation  alone, 
and  then  a  selected  species  of  a  Torula  would  have  to  be  added 
to  the  beer,  in  order  to  continue  the  fermentation  commenced 
by  the  Saccharomyces  and  to  produce  the  specific  English  taste 
and  aroma.  It  is  evident  that  such  a  composite  fermentation 
must  necessarily  be  placed  under  biological  control,  in  order 
that  the  brewer  may  always  be  sure  that  the  Torula  does  not 
spread  more  than  desirable  in  pipes,  vessels  etc.  The  brewer 
must  be  aware  that  everything  is  rendered  more  difficult  when 
he  works  with  more  than  one  yeast  species. 

There  is,  however,  also  the  possibility  that  the  pure  culture 
system  might  by  degrees  be  introduced  in  its  simplest  form,  the 
use  of  one  single  selected  Saccharomyces  species  to  carry  through 
the  whole  fermentation.  As  previously  remarked,  the  character 
of  the  resulting  beer  will  be  different  from  what  it  is  in  the  case 
just  mentioned.  In  fact,  such  an  alteration  was  also  noticeable 
when  the  pure  culture  system  was  applied  to  the  manufacture  of 
stocked  bottom  fermentation  beers. 

March  igo8. 
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Nouvelles  etudes  sur  des  levures  de  brasserie 
a  fermentation  basse. 

1 .    Introduction 

Au  commencement  de  I'an  1882,  je  donnais  dans  le  i*^"^  volume 
^  de  ces  Comptes-rendus,  pages  206  et  217,  une  communica- 
tion sur  quelques  recherches  relatives  a  certaines  especes  de 
Saccharomyces,  entre  autres  quelques  levures  basses  de  brasserie, 
recherches  pour  lesquelles  je  m'etais  place  a  de  nouveaux 
points  de  vue.  Dans  les  annees  precedentes  j'avais  elabore  ma 
premiere  methode  de  culture  pure  (a  I'endroit  cite,  p.  212),  et 
j'avais  demontre  que  la  fermentation  de  I'acide  acetique  n'est 
pas  due  a  une  seule,  mais  a  plusieurs  especes  de  bacteries,  et 
que  sous  le  nom  de  Mycoderma  aceti  se  deguisaient  au  moins 
deux  especes  bien  distinctes.  Je  poursuivis  alors  cette  idee  a 
regard  des  especes  de  Saccharomyces  etablies  par  Re  ess.  Ces 
travaux  ont  pose  les  fondements  d'une  partie  essentielle  de  mes 
recherches  suivantes,  tant  sous  le  rapport  pratique  qu'au  point 
de  vue  theorique. 

Au  nonibre  des  levures  basses  de  brasserie  que  j'avais  cul- 
tivees  a  I'etat  de  purete,  s'en  trouvait  une  que  j'avais  isolee  du 
K'vain  impur  de  la  brasserie  du  Vieux-Carlsberg.  C'est  avec  cette 
espece  que,  en  1883,  j'introduisis  mon  systeme  de  culture  pure 
dans  cette  brasserie  et  peu  de  temps  apres  dans  la  brasserie 
du  Nouveau  Carlsberg. 
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Vers  cette  epoque,  j'avais  isole  encore  d'autres  especes  de 
levure  basse  de  brasserie  et  fait  avec  elles  des  essais  compara- 
tifs  au  laboratoire,  essais  qui  avaient  montre  que  dans  un  meme 
mout  de  biere  et  dans  des  conditions  identiques,  elles  executaient 
un  travail  chimique  different  et  donnaient  des  bieres  de  qualite 
diverse.  Je  continual  ces  experiences  dans  les  deux  brasseries 
susdites,  tant  pour  arriver  a  m'orienter  sur  ce  terrain  qu'afin  de 
rechercher  les  especes  les  mieux  appropriees  a  la  preparation 
des  bieres  qu'on  voulait  obtenir. 

Ces  essais  m'amenerent  a  introduire,  a  cote  de  la  levure 
mentionnee  en  premier  lieu,  une  autre  espece  encore,  qui  don- 
nait  une  meilleure  clarification,  une  attenuation  plus  faible  et 
une  biere  plus  moelleuse  et  plus  pleine  de  bouche  que  la  pre- 
miere espece.  Je  designai  celle-ci  comme  « Levure  N"  i»  et  I'autre, 
introduite  apres  elle,  comme   «Levure  N°2». 

Men  systeme  de  culture  pure  ayant  soutenu  I'epreuve  pra- 
tique dans  la  fabrication  des  brasseries  precitees  et  ayant  ete  re- 
connu  comme  une  reforme  effective,  des  collegues,  compatriotes 
aussi  bien  qu'etrangers,  vinrent  etudier  pres  de  moi  les  methodes 
nouvelles.  Mon  enseignement  portait  naturellement  surtout  sur 
les  deux  especes  de  levure  ci-dessus  nommees,  et  principale- 
ment  sur  la  maniere  dont  elles  se  comportent  en  brasserie;  il 
s  y  rattachait  un  examen  au  microscope  de  la  forme  des  cel- 
lules, ainsi  que  quelques  experiences  relatives  a  leur  formation 
de  spores.  En  quittant  le  laboratoire,  les  eleves  emportaient  des 
echantillons  de  mes  levures  pures;  le  laboratoire,  du  reste,  en 
envoya  ailleurs,  a  quiconque  desirait  en  recevoir.  La  brasserie 
du  Vieux-Carlsberg  fournit  egalement  assez  souvent  de  grandes 
portions  de  levure  d'ensemencement  a  d'autres  brasseries  en 
Danemark  et  a  I'etranger.  De  cette  fagon,  mes  levures  se  repan- 
dirent  rapidement  dans  une  grande  partie  de  I'Europe,  et  elles 
turent  admises  dans  les  cours  et  exercices  des  ecoles  tech- 
niques et  de  chimie  de  fermentation.  Je  n'avais  encore  public 
que  les  principaux  resultats  de  mes  recherches,  a  savoir,  outre 
le  memoire  de  1882  deja  mentionne,  dans  un  travail  detaille 
de  1883  paru  egalement  dans  les  presents  Comptes-rendus  et,  en 
1884,  dans  la  «Zeitschr.  f  d.  ges.  Brauw.»  Plusieurs  des  collegues 
qui  avaient  etudie  dans  mon  laboratoire,  publierent  des  rapports 
sur  les  etudes  qu'ils  y  avaient  faites,  et  c'est  ainsi  qu'il  advint 
que,  notamment  dans  les  annees   1884  et   1885,  il  parut  des  des- 
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criptions  des  deux  especes  de  levure  nommees  ci-dessus.  Ce- 
pendant  ces  publications  ne  contenaient  rien  de  nouveau,  et  Ton 
congoit  que,  sans  qu'il  y  eiit  de  ma  faute,  il  put  s'y  glisser  de 
temps  en  temps  des  malentendus.  Les  revues  brassicoles  du 
temps  contenaient  egalement  de  nombreuses  communications, 
tantot  elogieuses,  tantot  reprobatrices,  publiees  par  des  brasseries 
de  divers  pays  dans  lesquelles  on  avait  fait  I'essai  de  la  culture 
pure  de  mes  deux  especes  de  levure;  parfois  on  ne  sait  pas  au 
juste  si  c'est  de  la  levure  N"  i  ou  de  N'  2  que  veulent  parler  les 
auteurs.  A  cette  epoque-la,  il  n'etait  encore  question  que  de  ces 
deux  levures,  et  le  courant  etait  generalement  oppose  a  la  r6- 
forme  que  je  tachais  de  faire  adopter. 

Des  cette  epoque,  mes  efforts  furent  secondes  par  J.  C.  ja- 
cobsen,  Thausing,  Lintner  pere  et  Alfred  Jorgensen. 
Nous  parlerons  de  J.  C.  Jacobsen  dans  la  troisieme  partie  du 
present  memoire,  p.  194.  Thausing  avait  etudie  dans  mon 
laboratoire  en  1884,  et  simultanement  il  avait  suivi  dans  les 
brasseries  de  Carlsberg  les  fermentations  operees  au  moytn  de 
mes  deux  especes  de  levures  susnommees.  De  retour  en  Autriche, 
il  entreprit  avec  elles  des  essais  compares  bien  exacts  dans  une 
des  brasseries  placees  sous  sa  direction.  Les  caracteres  tres 
differents  que  ces  deux  levures  presentaient  dans  les  brasseries 
de  Carlsberg,  apparurent  aussi  dans  la  brasserie  autrichienne, 
et  de  la  meme  fa(:on.  Ceci  prouvait  que  lesdits  caracteres  etaient 
bien  stables,  constants,  ce  que  d'aucuns  avaient  auparavant  nie. 
La  relation  publiee  par  Thausing  sur  ses  etudes  concernant  les 
deux  levures  en  question,  dans  la  revue  brassicole  viennoise 
«Allg.  Zeitschr.  f.  Bierbr.  u.  Malzfabr.»  1885,  P-  757,  eut  une  grande 
importance  dans  la  discussion  qui  avait  lieu  alors.  Dans  son 
manuel  «Die  Theorie  und  Praxis  der  Malzbereitung  und  Bier- 
fabrikation»  il  fit  entrer  plus  tard  avec  beaucoup  de  sympathie 
les  resultats  de  mes  travaux.  Lintner  pere  fut  la  premiere 
autorite  qui  se  (it  le  promoteur  dans  la  litterature,  des  doctrines 
dont  j'etais  I'initiateur  ('<Allg.  Zeitschr.  f.  Bierbr.  u.  iMalzfabr.* 
\'ienne  1884,  p.  607,  «Zeitschr.  f  d.  ges.  Brauvv.  ,  Munich.  1884, 
p.  245,  et  cette  derniere  revue  1885  P- 399),  et  c'est  grace  a  ses 
efforts  qu'elles  trouverent  bientot  un  appui  precieux  dans  la 
«Wissenschaftliche  Station  fiir  Ikauerei*  de  Munich.  —  Le  de- 
fenseur  le  plus  ardent  et  le  plus  encrgique  de  mes  ouvrages  fut 
Alfred  jorgensen  (dans  son   manuel  »Les  Microorganismes  de 
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la  Fermentation*  et  de  nombreux  memoires  publics  dans  les 
revues  zymotechniques  et  dans  lesquels  il  fournissait  aussi  lui-meme 
de  nouvelles  contributions).  En  reportant  maintenant  ma  pensee 
a  ces  annees  de  lutte,  j'ai  tout  lieu  d'eprouver  pour  ces  noms 
un  sentiment  de  gratitude. 

En  consequence  des  experiences  relatees  plus  haut  et  en- 
core davantage  de  celles  que  je  fis  sur  les  autres  especes  intro- 
duites  par  moi  en  1883  et  plus  tard,  la  conception  des  levures 
et  de  la  maniere  dont  elles  se  comportent  pendant  la  fermenta- 
tion, subit  une  correction  essentielie,  qui  se  manifesta  surtout 
d  une  faqon  palpable  dans  les  recherches  relatives  a  leur  action 
sur  les  divers  sucres.  Avant  ce  temps  on  avait  dans  la  chimie 
des  fermentations  opere  sur  des  melanges  de  levure  de  composi- 
tion inconnue,  le  levain  avec  lequel  on  effectuait  la  fermentation 
etant  constitue  par  un  nombre  variable,  grand  ou  petit,  d  es- 
peces differentes.  La  nouvelle  exigence  formulee  par  moi  et 
d'apres  laquelle  il  fallait  prendre  comme  point  de  depart  les  unites 
absolues,  devait  evidemment  exercer  son  influence  non  seule- 
ment  sur  la  technologic  des  fermentations,  mais  encore  sur  le 
cote  chimique  de  celles-ci.  Comme  il  s'agit  ici  principalement  des 
deux  especes  de  levures  basses  de  brasserie  souvent  mentionnees,  il 
y  a  surtout  lieu  de  signaler  I'experience  a  laquelle  Borgmann 
soumit,  au  point  de  vue  chimique,  les  deux  bieres  preparees  avec 
ces  deux  levures  (Zeitschr.  f.  analyt.  Ch.  25,  p.  532  (1886)).  Cette 
analyse  fit  voir  une  fois  de  plus  que,  dans  un  meme  mout  et 
sous  des  conditions  en  tous  points  identiques,  elles  accomplissent 
un  travail  chimique  bien  nettement  different: 

Biere  preparee  avec 
Levure  N^  i        Levure  X'>  2 

lOO  cc.  contiennent: 

Alcool 42^23  4g^i3 

Extrait  5gS35  55^84 

Matieres  minerales  .  .  .  o?'^,20  oe'^,25 

Acide  libre 0^^,086  05^144  (  ^^'^'^  p°"' 

'  '    ^^     \,  acide  lactique 

non  compris  acide  carbonique 

Glycerine o?'^,io9  o?'^,i37 

Acide  phosphorique  .  .   o?'',0775         os'-,o828 
Azote os'^,0710         0^^,0719 

Le  rapport  entre  alcool  et  glycerine  se  trouvait  etre  tres 
different  de  celui  constate  dans  les  analyses  de  biere  anterieure- 


1 83 

ment  faites  par  Borgmann  et  par  d'autres  chimistes:  ce  rapport 
avait  subi  un  abaissement  notable  du,  d'apres  I'auteur,  a  la  cul- 
ture pure  dont  les  deux  levures  employees  avaient  ete  I'objet. 
D'autres  chimistes  encore  purent  constater  dans  la  suite  que 
1  emploi  de  cultures  pures  faisait  obtenir  des  resultats  tout  difte- 
rents  de  ceux  qu'avait  donnes  la  levure  impure. 

II  etait  certain  de  prime  abord  que  la  nouvelle  reforme  ne 
s'arreterait  point  a  la  fermentation  basse  de  brasserie  et  qu'elle 
s'etendrait  peu  a  peu  aux  autres  branches  de  I'industrie  des  fer- 
mentations. Une  mention  plus  detaillee  de  ce  developpement 
n'entre  cependant  pas  dans  le  cadre  du  present  memoire. 

Comme  je  I'ai  dit  plus  haut,  j'avais  designe  les  deux  especes 
de  levures  par  des  nombres:  N"  i  et  N'^  2.  Dans  la  litterature 
elles  furent  citees  de  la  meme  fagon,  ou  bien  comme  Race  i  et 
Race  2,  Levure  basse  pure  de  Carlsberg  N"  i  et  N"  2,  Sacch. 
cerevisiae  de  Carlsberg  N°  I  et  N"  II,  etc.  Par  I'espece  a  laquelle 
fut  rattachee  la  designation  N°  i,  on  entend,  aux  brasseries  de 
Carlsberg  aussi  bien  que  dans  mes  ecrits,  toujours  une  seule  et 
meme  espece;  mais  sous  I'appellation  N"  2,  je  fis  successive- 
ment  introduire  dans  les  brasseries  toute  une  serie  d'especes 
souvent  tres  differentes  les  unes  des  autres.  Malgre  qu'a 
plusieurs  reprises  j'aie  appele  I'attention  sur  leur  non-identite, 
elles  n'en  furent  pas  moins  generalement  considerees  comme 
une  seule  espece,  ce  qui  donna  lieu  a  quelque  confusion.  Ce  n'est 
que  plus  tard  que  j'adoptai  une  designation  plus  precise  en  ap- 
pelant la  premiere  des  deux  especes  Levure  basse  de  Carlsberg 
N'^^'  I,  et  la  seconde  Levure  basse  de  Carlsberg  N"2;  aussi  a  dater 
de  cette  epoque  une  unite  bien  definie  fut  rattachee  a  la  deno- 
mination de  Levure  basse  de  Carlsberg  N'^  2.  Dans  mes  «Re- 
cherches  faites  dans  la  pratique  de  I'industrie  de  la  fermentation  > 
(Medd.  fra  Carlsberg  Laborat.  2,  313  (1888))  j'en  publiais  une 
description  que,  dans  les  editions  allemande  et  anglaise  de  cet 
ouvrage,  je  faisais  accompagner  de  figures.  Dans  ces  editions 
je  donne  un  compte  assez  detaille  de  I'allure  de  la  fermentation 
provoquee  par  chacune  des  deux  especes,  telle  que  je  I'avais 
observee  pendant  plusieurs  annecs  dans  les  brasseries  de  Carls- 
berg et  ailleurs,  et  en  meme  temps  je  donne  une  description  de 
I'aspect  que  pr^sentent  sous  le  microscope  les  jeunes  vegetations 
de  cultures  faites  dans  du  mout  de  biere  a  la  temperature  ordi- 
naire du  lai)()ratoire  et  a  23"  (  .    Ces  constatations  ainsi  (jue  les 
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figures  (fig.  I  et  6  dans  la  suite)  ont  plus  tard  ete  incorporees 
dans  quelques  manuels  et  traites  par  dififerents  auteurs. 

Cette  description  des  deux  especes  est,  il  faut  bien  le  dire, 
bien  incomplete  en  comparaison  de  celles  que  j'ai  donnees  de 
plusieurs  autres  especes.  Si  j'ai  laisse  s'ecouler  un  si  long  espace 
de  temps  avant  de  reprendre  cette  question  d'une  faqon  plus 
approfondie,  la  cause  en  est  qu'a  certains  egards  les  deux  levu- 
res  dont  il  s'agit  presentent  certaines  particularites  qui  rendent 
difficile  un  examen  rigoureux.  En  effet,  un  des  caracteres  les 
plus  utiles  pour  distinguer  les  especes  entre  elles  est  la  determi- 
nation des  temperatures  limites  de  la  formation  des  spores,  de- 
termination pour  laquelle  il  faut  cependant  que  les  cellules  pos- 
sedent  a  un  degre  plus  marque  le  pouvoir  d'accomplir  cette 
fonction  que  ne  le  font  les  deux  especes  en  question.  Depuis 
de  longues  annees,  j'ai  ete  occupe,  par  intervalles,  a  des  recher- 
ches  sur  les  conditions  dont  depend  la  sporulation,  et  je  m'atten- 
dais  a  ce  que  ces  recherches  me  permissent  de  decouvrir  des 
voies  par  lesquelles  des  levures  a  sporulation  aussi  peu  pronon- 
cee  que  le  sont  ces  deux  especes  pussent  etre  amenees  a  donner 
un  riche  developpement  dans  ce  sens;  or,  je  me  suis  trompe 
dans  mes  previsions.  Si  je  vais  maintenant  donner  une  descrip- 
tion des  deux  organismes,  c'est  que,  d'un  cote,  je  desire  m'ac- 
quitter  d  une  dette  deja  ancienne  qui  me  pese  depuis  longtemps, 
et  que,  de  I'autre,  les  etudes  que  j'ai  commence  de  publier  sur  la 
classification  des  Saccharomycetes  exigent  des  recherches  plus 
approfondies  sur  les  especes  de  levures  basses  de  brasserie  que 
celles  faites  jusqu'ici.  Dans  I'expose  qu'on  va  lire  j'ai  eu  recours 
aux  caracteres  (a  I'exception  de  ceux  fournis  par  la  sporulation) 
que  j'ai  introduits  anterieurement  lors  de  mes  descriptions  de 
certaines  autres  especes,  et  j'y  en  ai  ajoute  de  nouveaux. 

Comme  nous  I'avons  vu,  la  levure  basse  de  Carlsberg  N '  i 
presente  une  importance  toute  particuliere  pour  I'histoire  de  la 
technologic  des  fermentations;  c'est  pourquoi,  maintenant  que  je 
desire  assigner  a  cette  espece  un  nom  systematique,  j'ai  juge 
convenable  de  me  servir  a  cet  elTet  du  nom  des  celebres  brasse- 
ries dans  lesquelles  jintroduisis  pour  la  premiere  fois  la  reforme 
de  culture  pure  de  la  levure:  je  propose  done  de  I'appeler  des- 
ormais  Saccharomyces  Carlsbergensis,  designation  qui,  en  outre, 
ofiVe  I'avantage  de  rappeler  I'ancien  nom  populaire  que  cette 
levure  a  porte  jusqu'ici.     Quant  a  la  seconde   espece,  lorsque  je 
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la  cultivais  a  I'etat  de  purete,  elle  etait  employee  dans  plusieurs 
brasseries  de  Munich:  pour  cette  raison  je  propose  de  la  nommer 
Saccharomyces  Monacensis. 

Dans  le  chapitre  suivant  je  vais  exposer  les  methodes  dont 
je  me  suis  servi  pour  les  recherches  en  question;  ensuite,  en  me 
basant  sur  celles-ci,  je  ferai  la  description  detaillee  des  deux  levures, 
pour  terminer  par  les  resultats  et  conclusions  qui  pourront  etre 
tires  de  mes  etudes  sur  les  levures  basses  de  brasserie  en  general. 

2.     Methodes 

Parmi  les  caracteres  que  j'ai  introduits  successivement  dans 
mes  publications  pour  differencier  les  especes  de  Saccharomyces, 
voici  ceux  qui  seront  employes  ici:  forme  des  cellules  dans  de 
jeunes  vegetations  engendrees  dans  du  mout  de  biere  en  vingt- 
quatre  heures  a  la  temperature  de  25  ^  C.  ou  bien  en  deux  ou 
trois  jours  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire,  temperatures 
limites  du  bourgeonnement,  forme  de  la  cellule  et  formation  de 
colonies  au  voisinage  des  temperatures  maxima  et  minima,  ve- 
getations de  voiles,  formation  de  spores,  aspect  des  vegetations 
sur  la  gelatine  nourriciere,  action  des  cellules  sur  les  diverses 
especes  de  sucre  et  dans  la  fermentation  en  brasserie.  Pour  ce 
qui  concerne  les  methodes  a  suivre,  on  trouvera  de  plus  amples 
renseignements  dans  les  memoires  que  j'ai  publics  anterieure- 
ment  dans  les  Comptes-rendus  du  Laboratoire  de  Carlsberg. 
L'examen  de  la  forme  cellulaire  et  de  la  formation  de  colonies  aux 
temperatures  basses,  se  trou\e  applique  ici  pour  la  premiere  fois. 
Du  reste,  des  details  plus  precis  seront  donnes  dans  ce  qui  va  suivre. 
Comme  milieu  de  culture  j'ai  utilise  dans  la  plupart  des  cas 
du  mout  de  biere  de  garde  a  12  et  a  14%  Balling;  a  moins 
d'indication  contraire,  j'entends  celui  a  12 ''/o.  En  outre,  j'ai 
employe  une  solution  composee  de  10 '^/o  de  saccharose  dans  de 
I'eau  de  levure,  une  solution  de  10%  de  dextrose  dans  de  I'eau 
de  levure  et,  enfm,  un  liquide  que,  par  opposition  aux  prece- 
dents, j'appellerai  hrievement  la  solution  artificielle;  elle  etait 
composee  de 

88«^5  d'eau  distillee 
0''^,2  de  sulfate  de  magnium 
i^SO    -    peptone  (Witte 
03^3     -     phosphate  primaire  de  potassium 

I0?^,0    -    saccharose. 
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Comme  matras  de  culture  je  me  suis  servi  des  ballons  Pas- 
teur a  deux  cols  et  des  flacons  Freudenreich,  si  souvent  men- 
tionnes  dans  mes  ecrits  anterieurs.  Ceux-la  etaient  d'une  capa- 
cite  de  175  cc.  et  contenaient  100  cc.  de  la  liqueur  en  question, 
tandis  que  ceux-ci  etaient  de  20  cc.  de  capacite  et  renfermaient 
10  cc. 

La  semence  consistait  dans  tons  les  cas  en  une  vegetation 
jeune  et  vigoureuse,  engendree  dans  du  moijt  de  biere  par  deux 
jours  de  culture  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire  ou 
par  vingt-quatre  heures  de  culture  a  25  "^  C.  Si  la  semence  em- 
ployee pour  cette  culture  a  ete  tant  soit  peu  abondante,  il  se 
sera  forme  dans  ces  conditions  une  mince  couche  de  levure.  Je 
m'en  servis  de  la  maniere  suivante  pour  des  experiences  sur  le 
type  cellulaire  et  sur  la  formation  de  colonies  aux  temperatures 
elevees  et  basses  :  Ouand  la  culture  devait  etre  poursuivie  dans  du 
mout,  on  agitait  la  couche  de  levure  dans  la  liqueur  ou  elle  avait 
pris  naissance,  et  Ion  en  transferait  une  goutte  dans  le  mout  en 
vue  de  la  production  des  nouvelles  cultures.  Par  contre,  dans 
les  cas  ou  les  autres  liqueurs  devaient  etre  employees,  on  enlevait 
toute  la  biere  au  moyen  d'une  pipette,  et  on  ajoutait  a  la  le\ure 
deposee  9  a  10  cc.  de  la  liqueur  en  question;  puis,  apres  avoir 
bien  secoue  ce  melange,  on  y  prelevait  une  goutte  pour  sen 
servir  de  la  maniere  ci-dessus  indiquee.  Les  gouttes  servant  a 
I'ensemencement  etaient  done  toujours  prelevees  sur  la  levure 
qui  s'etait  developpee  dans  le  mout  de  biere  et  a  laquelle  on 
avait  melange  9  a  10  cc.  de  la  liqueur  dans  laquelle  la  culture 
devait  etre  poursuivie:  mout  de  biere,  eau  de  levure  additionnee 
de  saccharose,  eau  de  levure  additionnee  de  dextrose,  « solution 
artificielle».  C'est  cette  semence  qui  est  qualifiee  de  normale;  quand 
la  semence  est  de  beaucoup  moins  abondante,  les  phenomenes  qui 
seront  decrits  dans  la  suite  ne  se  produiront  qu'avec  irregularite 
et  seulement  apres  un  espace  de  temps  se  prolongeant  au  dela  du 
temps  indique.  D'autre  part,  si  la  quantite  ensemencee  est  de 
beaucoup  superieure  a  celle  indiquee  ci-dessus,  on  ne  pourra  pas 
observer  la  formation  de  colonies  a  cause  du  developpement 
abondant  de  levure,  d'acide  carbonique  etc..  qui  se  produit  alors. 
C'est  aussi  pourquoi  les  colonies  que  represente  la  fig.  3  ne  s'ob- 
servent  pas  dans  les  fermentations  des  brasseries. 

Pour  les  experiences  ayant  pour  but  d'examiner  la  forma- 
tion   de    voile,   je    me   servais    du    ballon  a  deux    cols.     En  effet, 
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au  cours  de  mes  nouvelles  experiences,  j'ai  pu  reconnaitre  qu'a 
cet  effet  cette  sorte  de  ballon  est  preferable  a  toutes  les  autres; 
ces  experiences  se  faisaient  uniquement  avec  le  mout  de  biere 
a  12  Vo  mentionne  plus  haut,  ainsi  qu'avec  une  semence  beau- 
coup  plus  abondante  que  celle  decrite  precedemment. 

On  sait  que  les  colonies  produites  sur  la  gelatine  nutritive 
quand  on  repand  sur  celle-ci  des  cellules  de  levures  differentes, 
ne  fournissent  qu'exceptionnellement  des  caracteres  de  quelque 
valeur.  Des  experiences  faites,  en  1887,  sur  certaines  especes 
etablies  par  moi,  m'avaient  fait  constater  qu'on  peut  obtenir  des 
caracteres  utiles  en  cultivant  ces  especes  en  cultures  en  stries 
dans  du  mout  gelatine  et  dans  de  I'eau  de  levure  additionnee 
de  gelatine;  cependant,  examines  de  plus  pres,  ces  caracteres  se 
sont  trouves,  eux  aussi,  etre  sujets  a  des  variations  appreci- 
ables  selon  la  qualite  de  la  gelatine,  la  forme  et  les  dimensions 
du  ballon,  etc.  Dans  de  pareilles  experiences  de  culture  il  y  a 
bien  des  details  auxquels  il  faut  faire  attention,  et  la  grande 
difficulte  est  de  les  maitriser  d'une  fois  a  I'autre.  Dans  ces 
dernieres  annees  P.  Lindner  a  introduit  comme  caractere 
distinctif  I'aspect  macroscopique  que  presentent  les  colonies  gi- 
gantesques  sur  le  moiit  gelatine,  et  beaucoup  I'ont  approuve. 
Un  fait  qui  milite  en  faveur  de  I'application  des  colonies  gigan- 
tesques,  c'est  que  ce  caractere  se  retrouve  dans  la  plupart  des 
descriptions  specifiques  publiees  dans  ces  dernieres  annees;  si 
Ton  veut  faire  une  comparaison,  on  doit  done  suivre  cette 
voie.  D'ailleurs,  quand  on  fait  la  culture  exactement  de  la 
meme  maniere,  on  peut  constater  que  la  structure  et  I'aspect 
de  la  colonic  gigantesque  se  retrouvent,  dans  les  points  essentiels, 
dans  la  vegetation  prenant  naissance  dans  la  culture  en  strie  et 
surtout  dans  les  parties  extremes  de  cette  vegetation.  L'expose 
suivant  du  procede  en  question,  est  d'apres  les  donnees  de 
Lindner  («Wochenschr.  f.  Brauerei»,  Berlin  1893,  p.  692)  et 
Will  («Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauwesen»,  Munich,   1902,  p.  241). 

On  employait  une  gelatine  nourriciere  composee  de  io°/o 
de  gelatine  dans  du  mout  de  biere  (12  ''/o  Ball.).  Comme  ballons 
de  culture  on  faisait  usage  de  ballons- fioles  a  col  assez  long  et 
de  60  cc.  de  capacite;  on  employait  aussi  des  llacons  Freuden- 
reich  et  des  bouteilles  Petruschl<>-,  ces  dernieres  etant  parti- 
culierement  appropriees  lorsqu'il  s  agit  de  photographier  des 
colonies    gigantesques.      Dans    chacun    desdits    matras    on    avait 
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place  une  couche,  epaisse  d'environ  2  cc,  de  la  gelatine  nutri- 
tive indiquee.  On  faisait  I'ensemencement  avec  une  tres  petite 
goutte  de  levure  de  consistance  assez  epaisse,  qu'on  plagait  sur 
la  gelatine  a  I'aide  d'un  tube  bien  affile.  Si  la  goutte  de  levure 
est  grosse  ou  de  consistance  liquide,  on  aura  des  colonies  gi- 
gantesques  dont  I'aspect  differera  notablement  de  celui  obtenu 
dans  le  cas  precedent.  La  culture  s'opere  dans  le  courant  d'un 
a  deux  mois  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire  ou  a  20^  C. 
Quant  aux  figures,  les  n'^''  i,  6  et  10  sont  empruntes  a  mes 
travaux  anterieurs;  pour  les  autres,  je  les  ai  dessinees  d'apres 
des  photographies  faites  par  mon  aide  M.  H.  Schionning  d'apres 
mes  indications.  De  plus,  M.  Schienning  m'a  prete  son  con- 
cours  pour  les  experiences  que  je  vais  relater,  et  je  lui  en  re- 
nouvelle  encore  ici  mes  remerciements. 


3.    Saccharomyces  Carlsbergensis. 

(Syn.  Levure  basse  de  Carlsberg  N"  i). 

Apres  vingt-quatre  heures  de  culture  dans  des  flacons  Freu- 
denreich  contenant  du  mout  de  biere  a  ]a  temperature  de  25  °C., 


Fig.  I.    Sacch.  Carlsbergensis. 

Vegetation  tiree,  apres  24  heures,  d'une  culture  dans  du  mout  de  biere  a  25"  C. 

(irossissement  lineaire  de   1000  fois. 

OU  apres  deux  jours  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire, 
il  s'est  forme  un  depot  mince  et  pateux,  dont  la  vegetation  est 
constituee  par  des  cellules  comme  celles  que  montre  la  fig.  i  ci- 
apres.  La  plupart  des  cellules  sont  ellipsoi'des  ou  bien  en  forme 
d'oeuf  ou  de  poire;  il  est  rare  d'en  trouver  en  forme  de  boudin 
court.  Dans  ces  conditions  de  culture  ce  sont  les  cellules  ovi- 
formes  et  un  peu  pointues  qui  donnent  a  cette  espece  son  ca- 
ractere.  C'est  une  semence  prise  dans  une  vegetation  ainsi 
decrite  et  figuree  qui  a  servi  aux  experiences  relatees  ci-dessous. 
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A  moins  d'indication  contraire,  la  culture  etait  operee  dans  du 
mout  de  biere. 

Les  temperatures  limites  du  bourgeonnement  de  cette  levure 
dans  du  moiit  de  biere  oscillent  legerement  autour  de  33^/2'^  et 
de  qO  C. 

La  fig.  2  montre  la  forme  des  cellules  a  la  temperature 
maxima.  Au  bout  de  deux  ou  trois  jours,  on  trouve  ici  des 
colonies   composees   de   cellules   ellipsoides,  oviformes  et  pyrifor- 


) 
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Fig.  2.    Sacch.  Carlsbergensis. 

Vegetation  d'une  culture,  agee  de  2  a  3  jours,  dans  du  moiit  de  liiere  a  32  a  33V2*'  C. 

Grossissement  lineaire  de   1000  fois. 


mes.  Des  cellules  en  forme  de  boudin  se  rencontrent  rarement, 
des  cellules  gigantesques  assez  frequemment.  Les  cellules  sont 
considerablement  plus  grandes  qu'elles  ne  le  sont  dans  la  se- 
mence.  Meme  apres  un  repos  prolonge,  la  vegetaton  portait 
toujours  la  meme  empreinte.  En  colonies  myceliales  comme 
celles  representees  dans  la  fig.  3,  il  n'y  avait  pas  la  moindre  ap- 
parence. 

Au  voisinage  de  la  temperature  minima  ce  sont  les  colonies 
que  montre  la  fig.  3  qui  se  developpent.  Les  colonies  myceliales, 
qui  sont  constituees  principalement  par  des  cellules  en  forme  de 
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Fig.  3.    Sacch.   Carlsbergensis. 

Vegetation  d'une  culture,  agee  de  2  a  3  mois,  dans  du  mout  de  biere  k  env.  V,°  C. 

Grossissement  lineaire  de   1000  fois. 
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boudin  plus  ou  moins  allongees,  se  rencontrent  aussi  frequemment 
que  celles  formees  de  cellules  ellipsoides.  Ici  encore  les  cellules 
gigantesques  ne  sont  pas  rares.  La  caracteristique  ici  sont  les 
cellules  en  forme  de  boudin  assez  long.  Des  vegetations  comme 
celles  en  question  prennent  naissance  a  des  temperatures  allant 
de  0°  a  9^  C.  Alors  que  la  formation  des  colonies  myceliales  a 
environ  Vs*'  C.  demande  2  a  3  mois,  elle  se  produit  a  i  a 
2°  C.  en  1^/2  mois,  et  a  2  a  3^  C.  encore  plus  vite.  A  des  tem- 
peratures elevees,  les  colonies  myceliales  disparaissent  (voir  les 
fig.   I  et  2). 

Les  colonies  myceliales  que  represente  la  fig.  3,    constituent 


Fig.  4.     Sacch.   Carlsbergensis. 

V'egetation  d'une   culture,   agee  de   3  a  4  jours,   dans  du  mout  de   biere  a  9°  C. 

Grossissement  lineaire  de   1000  fois. 

un  caractere  important  pour  la  classification  de  I'espece,  et 
comme  elles  apparaissent  encore  a  9^  C.  (et  cela  naturellement 
beaucoup  plus  vite  qu'a  des  temperatures  plus  voisines  de  la 
temperature  minima),  il  est  important  d'examiner  surtout  com- 
ment les  choses  se  passent  a  cette  temperature.  A  la  suite 
d'une  semence  normale,  ce  phenomene  se  produit  au  bout  de 
3  a  4  jours  dans  les  flacons  Freudenreich  contenant  du  mout, 
bien  que  le  d6veloppement  soit  un  peu  moins  prononce  que 
ne  le  montre  la  fig.  3.  Par  contre,  ce  developpement  s'active 
quand  la  culture  est  prolongee  de  quelques  jours;  aussi  des  cel- 
lules gigantesques  de  toutes  formes  apparaissent  alors  en  assez 
grand  nombre.  Aux  premieres  phases  du  developpement,  de  pe- 
tites  colonies  de  cellules  en  forme  de  massue  ou  de  poire  al- 
longee  se  presentent  assez  souvent  (Fig.  4). 

Aux   temperatures  voisines    des  degres   pr^cites,    tant  61ev6s 
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que  bas,  il  se  developpe  dans  I'eau  de  levure  additioiinee  de 
saccharose  ou  de  dextrose,  et  dans  la  solution  artificielle,  des 
colonies  et  des  formes  cellulaires  analogues  a  ceux  qui-  nous 
avons  vu  se  former  dans  le  mout  (Fig.  i  a  4).  Ces  liquides  nu- 
tritifs,  eux  aussi,  donnent  naissance  peu  a  peu  a  des  cellules 
gigantesques  de  formes  diverses.  Dans  I'eau  de  levure  addi- 
tionnee  de  dextrose,  les  cellules  gigantesques  rondes  se  deve- 
loppent  un  peu  plus  abondamment  que  dans  le  mout  et  les 
autres  liquides.  Dans  le  mout  aussi  bien  que  dans  les  autres 
liquides,  ce  ne  sont  que  quelques-unes  des  cellules  qui,  aux 
temperatures  basses,  donnent  naissance  aux  colonies  myceliales; 
le  nombre  de  celles-ci  augmente  dans  le  courant  de  quelques 
jours,  et  ensuite  le  developpement  de  cellules  ellipsoides  reprend 
le  dessus. 

Un  faible  commencement  de  formation  de  voile  apparut 
dans  les  ballons  Pasteur  apres  un  mois  a  13  a  15°  C.  et  a  la 
temperature  ordinaire  du  laboratoire;  au  bout  de  2^^  mois,  il 
s'etait  forme  de  nombreux  ilots  de  voile  epais  et  constitue  par 
des  colonies  de  cellules  ellipsoides  et  spheriques,  ressemblant  a 
celles  que  nous  montrent  les  fig.  i  et  2.  Au  bout  d'une  annee 
et  meme  apres  un  peu  moins  de  deux  annees,  les  voiles  tres  vieux 
qui  couvraient  les  cultures  maintenues  a  la  temperature  ordinaire 
du  laboratoire,  se  comportaient  d'une  fagon  analogue.  Le  plus 
grand  nombre  des  cellules  etaient  toujours  de  forme  ellipsoide  et 
spherique,  et  la  forme  de  boudin  etait  extremement  rare. 

Les  spores  presentent  le  meme  aspect  que  celui  de  la  plu- 
part  des  autres  levures  de  culture.  Elles  font  ordinairement  de- 
faut,  et  les  rares  fois  qu'on  en  trouve,  ce  n'est  qu'un  tres  petit 
nombre  de  cellules  qui  en  renferment;  c'est  pourquoi,  comme 
nous  I'avons  dit  plus  haut,  il  n'a  pas  ete  possible  de  determiner 
les  temperatures  limites  de  leur  developpement. 

Ainsi  que  le  montre  la  fig.  5,  les  colonies  gigantesques  sur 
le  mout  gelatine  affectent  la  forme  de  rosette.  Le  plus  souvent 
elles  presentent  au  centre  une  concavite  (la  colonie  a  droite), 
plus  rarement  une  elevation  (colonie  a  gauche).  Ladite  conca- 
vite se  trouve  au  milieu  d'un  anneau  saillant,  entoure  a  son 
tour  d'anneaux  concentriques;  le  bord  exterieur  de  la  colonie 
est  legerement  onduleux.  Quelques-unes  de  ces  colonies  ont  la 
surface  lisse,  tandis  que  chez  d'autres  elle  est  garnie  de  petites 
ecailles;    elle   est   ordinairement  seche  et  ressemble  a  de  la  cire. 
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Les  cellules  ont,  pour  la  plupart,  la  meme  forme  que  celles  de 
la  fig.  I ;  toutefois,  la  forme  en  boudin  se  rencontre  un  peu  plus 
souvent.  Meme  apres  deux  mois  de  repos  a  la  temperature  or- 
dinaire, une  telle  colonie  n'avait  pas  encore  provoque  une  lique- 
faction appreciable  de  la  gelatine,  laquelle  ne  se  produisit  qu'au 
bout  de  trois  mois. 

La  culture  ordinaire  sur  plaque  avec  du  mout  gelatine,  pro- 
duit  des  colonies  de  la  forme  et  de  la  grandeur  de  tetes  d'epingles; 
les  colonies  apparaissant  a  la  surface  de  la  gelatine  sont  d'un  gris 
jaunatre  clair  et  presentent  un  aspect  ressemblant  a  de  la  cire. 
La  vegetation  est  analogue,  dans  les  points  essentiels,  a  celle  des 
colonies  gigantesques. 

Le  Sacch.  Carlsbergensis  fait  fermenter  le  dextrose,  le  saccha- 

6v  %  ;        ^    J 

Fig.  5.     Sacch.  Carlsbergensis. 
Colonies  gigantesques  developpees  sur  du  mout  gelatine.     Grandeur  naturelle. 

rose  et  le  maltose,  mais  non  le  lactose;  c'est  une  levure  tres 
active  a  fermentation  basse.  Dans  les  cuves  a  fermentation  des 
brasseries,  elle  donne  une  mousse  peu  epaisse,  des  .^Krauscji" 
peu  elevees,  une  attenuation  elevee,  une  clarification  lente  et 
assez  mauvaise,  et  un  depot  de  le\ure  peu  adherent;  en  cave 
de  garde  aussi,  la  clarification  s'opere  assez  lentement.  C'est  une 
levure  a  laquelle  font  defaut  les  marques  exterieures  tant  appre- 
ciees  par  le  brasseur  pratique  et  qui  n'en  fournit  pas  moins  un 
produit  excellent  et  surtout  de  conservation  remarquable.  Dans 
des  essais  faits  par  moi  dans  la  cave  de  fermentation  de  la 
brasserie  du  Vieux-Carlsberg,  dans  de  petites  cuves  renfermant 
iVs  hectolitre  de  mout  de  biere  de  garde  (13,9^/0  Ball.  ,  la  fer- 
mentation principale  etait  terminee  au  bout  de  dix  jours;  la 
liqueur  accusait  alors  6,8  °/o  Ball.  Dans  les  grandes  cuves  usitees 
par  les  brasseurs,  la  fermentation  allait  souvent  plus  loin  encore, 
etant  toujours  sup^rieure  d'au  moins  i  %  a  celles  de  I'espece 
suivante  et  des  autres  Levures  employees  a  diverses  epoques 
dans  la  brasserie  sous  le  nom  de  levure  basse  N"  2  de  Carlsberg. 
Ainsi  que  nous  I'avons  vu  plus  haut,  le  Sacch.  Carlsbergen- 
sis a  sa  place  a  part   dans    I'histoire    de    la   technologic    des   fer- 
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mentations,  fait  auquel  nous  nous  arreterons  un  instant  dans  ce 
qui  va  suivre.  Dans  les  annees  1882 — 83,  epoque  a  laquelle, 
en  vue  de  mes  experiences,  je  I'isolais  du  levain  ordinaire  de  la 
brasserie  du  Vieux-  Carlsberg,  c'  etait  cette  espece  qui  formait  la 
partie  essentielle  de  ce  levain.  En  1845,  J-  C.  Jacobsen  avait 
visite  la  brasserie  ancienne  et  celebre  '<Zum  Spaten»  a  Munich, 
d'ou  il  avait  rapporte  quelques  livres  d'un  levain  qu'on  y  em- 
ployait.  Durant  des  annees  il  continua  d'en  faire  usage  dans 
sa  brasserie.  Cependant  il  fit  aussi,  de  temps  en  temps,  des 
essais  sur  des  levains  qu'il  se  procura  ailleurs.  C'est  ainsi  que 
dans  les  etudes  que  je  publiais  en  1881  sur  le  Sacch.  apiculatus 
et  sa  circulation  dans  la  nature,  j'ai  decrit  des  experiences  faites 
au  sujet  d'une  levure  provenant  de  la  brasserie  Tucher  a  Nu- 
remberg et  employee  a  cette  epoque  dans  la  cave  de  fermenta- 
tion de  Jacobsen,  bien  que  seulement  dans  un  petit  nombre  de 
cuves.  A  cette  epoque-la,  aussitot  que  quelque  difficulte  surve- 
nait,  on  avait  coutume,  dans  les  brasseries,  de  changer  de  levain. 
La  question  de  la  levure  apparaissait  comme  une  puissance 
mystique  et  sans  cesse  inquietante.  A  ma  connaissance,  cepen- 
dant, on  changeait  moins  frequemment  de  levain  a  la  brasserie 
du  Vieux-Carlsberg  qu'on  ne  le  faisait  ailleurs,  et  en  tout  cas  on 
persistait  a  employer  principalement  I'ancien  levain.  II  est  pos- 
sible que  mon  Sacch.  Carlsbergensis  descende  du  levain  que 
Jacobsen  avait  rapporte  en  1845  de  «Spatenbrau» ;  en  tout  cas 
il  aimait  a  le  croire;  il  va  de  soi  qu'on  ne  pent  rien  en  savoir 
avec  certitude.  II  faut  remarquer  en  outre  que,  lorsque  j'isolais 
cette  espece  du  levain  de  la  brasserie,  celui-ci  etait  constitue 
par  un  melange  assez  heterogene.  J'ai  mentionne  dans  un  autre 
memoire,  comment  je  reussis  a  introduire  dans  la  pratique 
industrielle  mon  systeme  de  culture  pure,  ainsi  qu'a  refuter  suc- 
cessivement  les  objections  qu'on  y  opposait.  En  meme  temps 
je  mentionnais  la  resistance  que  je  rencontrai  au  debut  de  la 
part  de  J.  C.  J  ac  obsen.  En  effet,  pendant  longtemps  il  se  re- 
fusa  a  admettre  qu'une  culture  pure  d'une  seule  espece  de  levure 
basse  fut  capable  d'executer  la  fermentation  jusqu'au  bout,  de 
maniere  a  donner  aussi  une  fermentation  secondaire  satisfaisante. 
En  s'appuyant  sur  quelques  remarques  dans  les  ouvrages  de 
Reess  et  de  Pasteur,  il  estimait  que,  pour  y  arriver,  la  pre- 
sence de  certaines  levures  sauvages  etait  indispensable.  Lorsque 
je   fus   ainsi    amene  a  mentionner   les   disputes  auxquelles  donna 
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lieu,  vis-a-vis  de  Tillustre  fondateur  de  notre  laboratoire,  mes 
travaux  ci-dessus  cites,  je  ne  connaissais  pas  encore  les  lettres 
qu'il  avait  adressees,  en  1883,  au  directeur  technique  de  sa  bras- 
serie, Kuhle,  qui  sejournait  alors  a  Munich,  et,  en  1884,  a  son 
ami  Fasbender  a  Vienne.  Plus  tard,  Kiihle  fit  imprimer  les 
deux  lettres  qu'il  avait  regues,  dans  I'ouvrage  public  a  I'occasion 
du  cinquantieme  anniversaire  du  Yieux-Carlsberg,  Copenhague 
1897  (p.  242),  et  apres  la  mort  de  Jacobsen,  Fasbender  publia 
la  lettre  a  lui  envoyee  dans  son  journal  «Allg.  Zeitschr.  f.  Bierbr. 
u.  Malzfabr.»,  Vienne  1887  (p.  484).  A  cause  de  la  celebrite  de 
leur  signataire,  comme  aussi  en  raison  de  la  lumiere  qu'elles 
jettent  sur  a  la  fagon  dont  a  cette  epoque-la  on  concevait  la 
question  de  la  levure,  ces  lettres  ont  ete  remises  au  jour  a  une 
epoque  plus  recente.  Files  montrent  qu'au  fond  Jacobsen 
appreciait  mes  travaux,  tout  en  ayant  quelque  doute  sur 
les  principes  que  je  prenais  pour  point  de  depart.  Je  pro- 
fite  de  cette  occasion  pour  insister  sur  ce  fait,  d'autant  plus 
qu'il  constitue  un  supplement  necessaire  a  ce  que  jai  dit  an- 
terieurement  de  ce  dififerend.  C'est  encore  ici  le  lieu  de  re- 
peter  un  autre  fait  que  j'ai  deja  signale  ailleurs,  a  savoir  que, 
apres  s'etre  convaincu,  par  les  experiences  faites  par  moi  dans 
sa  brasserie,  qu'il  etait  bien  reellement  question  d'une  reforme 
pratiquement  utile,  Jacobsen,  ne  s'arretant  point  en  beau 
chemin,  se  decida  resolument  a  ouvrir  sa  brasserie  tout  entiere 
a  cette  innovation  et,  grace  au  grand  ascendant  exerce  par  lui 
sur  le  monde  brassicole,  il  contribua  puissamment  a  la  faire 
accepter  en  un  temps  relativement  court,  non  seulement  dans 
notre  pays,  mais  encore  a  I'etranger.  II  est  juste  de  dire  qu'en 
ce  temps-la  il  n'y  avait  pas  beaucoup  de  brasseurs  qui  eussent 
consenti  a  tenter  dans  leur  fabrication  une  innovation  aussi  radi- 
cale  En  me  ressouvenant  maintenant  de  I'opposition  que  ren- 
contraient  mes  travaux  de  la  part  de  Jacobsen  et  de  tant 
d'autres  industriels  et  savants,  je  dois,  en  fin  de  compte,  avouer 
qu'il  n'en  pouvait  etre  autrement.  Meme  apres  que  mon  systeme 
de  culture  pure  avait  deja  ete  en  bon  train  depuis  assez  long- 
temps,  il  arriva  plus  dune  fois  que,  lorsqu'il  se  produisait  des 
phenomenes  anormaux  au  cours  tie  la  fermentation,  un  brasseur 
distingue  comme  I'etait  Kiihle,  devenait  hesitant  et  exprimait 
la  crainteque  je  ne  fusse  alle  trop  loin,  et  encore  etait-il  alors 
au  nombre  des  jeunes. 
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Que,  malgre  les  divergences  de  vue  qui  nous  divisaient 
parfois,  j'aie  de  tout  temps  vu  en  J.  C.Jacob  sen,  une  des  per- 
sonnalites  les  plus  eminentes  et  les  plus  caracteristiques  de  notre 
pays,  c'est  ce  que  j'ai  montre  dans  la  brochure,  traitant  de  lui 
et  de  son  oeuvre,  que  je  publiai  (en  anglais  et  en  allemand),  a 
I'occasion  du  vingt-cinquieme  anniversaire  du  Laboratoire  de 
Carlsberg,  dans  la   » American  Brewers'  Review*,  Chicago   1901. 

A  I'heure  actuelle,  le  systeme  de  culture  pure  avec  emploi 
dune  espece  unique  de  levure,  est  arrive  a  s'implanter  a  tel 
point  dans  les  brasseries  a  fermentation  basse  que  nul  ne 
songerait  plus  guere  a  y  objecter  quoi  que  ce  soit;  il  en  est  de 
meme  pour  plusieurs  des  autres  branches  de  I'industrie  des  fer- 
mentations. Cependant,  meme  dans  I'industrie  des  fermentations 
alcooliques,  il  se  manifeste  a  I'heure  presente,  dans  certains  do- 
maines,  une  tendance  plus  ou  moins  prononcee  a  appliquer  la  cul- 
ture pure  sous  la  forme  compliquee  qui  consiste  a  melanger  plusieurs 
especes  de  levure.  II  y  a  done  lieu  de  rappeler  le  fait,  deja  releve 
plus  haut,  que  ce  sont  la  des  projets  qui  ont  ete  tentes  des  les 
debuts  du  systeme  de  culture  pure  et  qui  n'ont  pu  soutenir 
I'epreuve  faite  dans  la  pratique  industrielle.  J'ai  la  conviction 
qu  il  en  sera  toujours  ainsi  dans  les  domaines  oii  a  I'heure  pre- 
sente on  essa)-e  d'introduire  des  melanges  de  plusieurs  especes. 
La  forme  rationnelle  de  la  culture  pure  consiste  a  n'employer 
pour  chaque  fermentation  qu'une  espece  unique,  et  c'est  a  cette 
condition  seulement  qu'elle  aura  une  reelle  importance  pour  la 
pratique. 

4.    Saccharomyces   Monacensis 

(Syn.  Levure  basse  de  Carlsberg  N'  2). 

En  culture  semblable  a  celles  decrites  a  propos  de  I'espece 
precedente,  elle  forme  au  bout  de  vingt-quatre  heures  a  la  tem- 
perature de  25°  C,  ainsi  qu'apres  deux  ou  trois  jours  a  la  tem- 
perature ordinaire  du  laboratoire,  un  mince  depot  pateux  et  une 
vegetation  comme  celle  que  montre  le  dessin  ci-apres  (fig.  6). 
On  voit  qu'ici  ce  sont  les  cellules  rondes  et  ellipsoides  qui  sont 
en  majorite  ;  d'ailleurs,  les  cellules  gigantesques  se  font  remarquer 
un  peu  plus  souvent  que  dans  la  premiere  espece.  En  compa- 
rant  la  fig.  6  avec  la  fig.  i,  on  remarque  que  dans  les  conditions 
de  culture  indiquees,  les  deux  levures  peuvent  etre  distinguees 
assez  facilement  I'une  de  I'autre. 
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Dans  les  cultures  en  mout,  les  temperatures  limites  du  bour- 
geonnement  se  trouvent  a  environ  33°  at   i  *^  C. 


Fig.  6.     Sacch.  Monacensis. 

Vegetation  d'une  culture,   agee  de  24  heures,   dans  du  niout  de  biere  a  25°  C. 

Grossissement  lineaire  de   1000  fois. 

La  fig.  7  montre  I'aspect  des  colonies  et  la  forme  des  cellules 
a  la    temperature    maxima.      C'est   le   type    ellipsoide    qui   predo- 
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Fig.  7.     Sacch.  Monacensis. 

Vegetation  d'une  culture,  agee  de  deu.x  a  trois  jours,  dans  du  mout  de  biere 

:i  32  a  33°  C.     Grossissement  lineaire  de   looo  fois. 

mine  ici,  bien  qu'on  trouve  aussi,  mais  en  tres  petit  nombre, 
quelques  cellules  en  forme  de  boudin  court.  Les  cellules  sont 
plus  grandes   et   plus   allongees   qu'elles   ne   le   sont   dans   la   se- 
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mence.     Des  vegetations   comme   celles   decrites  ici  apparaissent 
au  bout  de  deux  a  trois  jours. 

A  la  temperature  minima,  il  apparait,  au  bout  d'une  huitaine 
de  jours,  des  colonies  comme  celles  que  represente  la  fig.  8, 
c'est-a-dire  principalement  des  cellules  spheriques  et  ellipsoides. 
Au    bout    d'un     niois     environ,     on     observe     un     petit    nombre 
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Fig.  8.     Sacch.  Monacensis. 

Vegetation  de  cultures,    agees  respectivement   de    16  jours  et  de   1V2  moins,  dans 

du  mout  de  biere  a    i    a  2"  C.      Grossissement  lineaire  de    looo  fois. 

de  colonies  composees  de  cellules  en  forme  de  boudin  court, 
entre-melees  de  quelques  rares  cellules  gigantesques.  Meme 
apres  1^/2  mois  a  2 '^  et  3*^  C,  le  developpement  de  colonies  a 
cellules  en  forme  de  boudin  n'avait  pas  avance  plus  loin  que  le 
montre  le  dessin  cite. 

Des  colonies  et  des  formes  cellulaires  comme  celles  de  la 
fig.  8  apparaissent  dans  les  cultures  en  mout  a  toutes  les  tempe- 
ratures comprises  entre  i  et  9°  C,  et  aux  temperatures  plus 
elevees,  meme  jusqu'au  maximum,  nous  retrouvons  encore  prin- 
cipalement la  forme  ellipsoi'de  des  cellules.  A  9*^  C.  on  remarque 
au  bout  de  3  jours  des  colonies  comme  celles  montrees  par  la 
fig.  8,  et  c'est  seulement  apres  5  jours  qu'  apparaissent,  en  nombre 
minime,  des  cellules  en  forme  de  boudin:  bref,  ce  sont  les  for- 
mes spherique  et  ellipsoide  qui,  dans  les  conditions  de  culture  en 
question,  caracterisent  surtout  cette  espece. 

Dans  la  solution  artificielle,  de  meme  que  dans  I'eau  de 
levure  additionnee  de  dextrose  ou  de  saccharose,  se  develop- 
pent,  aux  temperatures  elevees  et  basses  indiquees  ci-dessus, 
des  colonies  et  des  formes  cellulaires  semblables  a  celles  engen- 
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drees  dans  le  moiit  de  biere  (voir  respectivement  les  fig.  6  a  8). 
Dans  I'eau  de  levure  additionnee  de  dextrose,  on  pent  quelque- 
fois  constater  a  9°  C,  au  bout  d'une  dizaine  de  jours,  un  faible 
commencement  de  formation  de  colonies  myceliales.  Dans  cette 
liqueur  et  dans  les  conditions  indiquees,  les  cellules  gigantesques 
figurent  generalement  si  nombreuses  et  sont  de  dimensions  si 
enormes  que  par  cela  seul  on  peut  arriver  a  distinguer  cette 
espece  de  celle  qui  precede  (voir  fig.  9). 

A   13  a  15*^  C,  on  observe,  au  bout  d'un  mois  environ,  dans 


Fig.  9.      Sacch.  Monacensis. 

Cellules    gigantesques    d'une    culture,    agee  de   10  jours,    dans  de  I'eau  de  levure 

additionnee  de  dextrose,   a  9°  C.     Grossissement  lineaire  de    1000  fois. 


les  ballons  Pasteur  un  commencement  de  formation  de  voile, 
sous  forme  de  petits  ilots  dont  les  colonies  sont  composees  de 
cellules  spheriques  et  ellipsoides  (fig.  6).  Au  bout  d'une  annee, 
on  constatait  dans  des  cultures  laissees  durant  cet  espace  de 
temps  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire,  une  abondante 
formation  de  voile,  qui  dans  la  plupart  de  ces  cultures  couvrait 
presque  toute  la  surface.  Ces  vieux  voiles  se  composaient  prin- 
cipalement  de  cellules  semblables  a  celles  des  precedents;  la 
forme  de  boudin,  court  ou  allonge,  y  etait  extremement  rare. 

Quant  a  la  formation  de  spores,  elle  est  sensiblement  plus 
vive  dans  cette  espece  que  dans  la  precedente,  sans  etre  pour- 
tant  jamais  abondante;  pendant  des  periodes  elle  peut  meme 
etre  aussi  languissante  que  dans  celle- ci  et,  en  sonmie,  le  Sacch. 
Monacensis  presente  sous  ce  rapport  quelque  chose  de  capricieux 
qui  rend  impossible  une  determination  exacte  des  temperatures 
limites  de  cette  fonction.  L'aspect  des  spores  est  identique  a 
celui  des  levures   industridles  en  general. 

Chez  cette  espece,  les  colonies  gigantesques  sur  le  mout 
gelatine  ont  beaucoup  de  ressemblance  avec  celles  de  I'espece 
pr^'c^demment  decrite  (fig.  5).     lei  encore  elles  revetent  la  forme 
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de  rosette  au  bord  onduleux  et  ne  different  que  dans  des  points 
peu  essentiels  de  celles  de  I'autre  espece.  Dans  les  colonies 
ayant  une  concavite  au  centre,  celle-ci  est  entouree  d'un  anneau 
en  generale  un  peu  plus  eleve  que  chez  le  Sacch.  Carlsbergensis. 
Cependant  le  centre  des  colonies  gigantesques  du  Sacch.  Mona- 
censis  consiste  le  plus  souvent  en  une  verrue,  et  les  rayons  de 
la  rosette  sont  encore  moins  prononces  que  chez  le  Sacch.  Carls- 
bergensis.  La  forme  cellulaire  des  colonies  est  essentiellement 
la  meme  que  dans  la  semence  (fig.  6). 

Les  petites  colonies  auxquelles  donne  naissance  une  dissemi- 
nation, par  le  precede  habituel,  sur  du  mout  gelatine  dans  des 
boites  de  Petri,  s'accordent  egalement  par  leur  aspect  exterieur 
avec  celles  de  I'espece  precedente.  Ici  encore,  la  forme  cellulaire 
est  identique  a  celui  de  la  semence  (fig.  6). 

Le  Sacch.  Monacensis  est  une  levure  typique  a  fermentation 
basse  et  qui  fait  fermenter  le  dextrose,  le  saccharose  et  le  mal- 
tose, mais  non  le  lactose;  dans  les  cuves  a  fermentation  de  la 
brasserie,  elle  produisait  une  tres  forte  mousse  et  un  depot 
compact  et  pateux;  en  cave  de  garde,  elle  donnait  une  clarifica- 
tion rapide  —  toutes  qualites  tres  estimees  du  brasseur.  La  biere 
fermentee  par  cette  espece,  en  comparaison  de  celle  fabriquee 
avec  sa  congenere,  possedait  plus  de  moelleux  et  avait  une 
teneur  plus  elevee  en  acide  carbonique,  de  meme  qu'elle  tenait 
mieux  la  mousse;  par  contre,  sa  conservation  etait  de  beaucoup 
inferieure.  Dans  des  essais  analogues  a  ceux  decrits  precedem- 
ment,  essais  faits  dans  la  cave  a  fermentation  de  la  brasserie  avec  de 
petites  cuves  contenant  iVs  hectolitre  de  mout  de  biere  de  garde 
(de  14%  Ball.),  la  fermentation  principale  etait  terminee  au  bout 
de  8  jours.    Le  mout  fermente  contenait  alors  encore  8,13^/0*  Ball. 

Comme  nous  I'avons  dit  plus  haut,  cette  espece  etait,  il  y 
a  quelques  annees,  generalement  employee  a  Munich,  et  elle  est 
du  nombre  des  levures  que,  sous  la  designation  de  Levure  basse 
N°  2  de  Carlsberg,  j'introduisais  en  son  temps  dans  les  brasse- 
ries du  Vieux-  et  du   Nouveau-Carlsberg^). 


*)  Les  deux  levures  dont  je  viens  de  faire  la  descrijition ,  aussi  bien  que  les 
autres  especes  introduites  par  moi  dans  la  litterature ,  peuvent  s'obtenir  du  La- 
boratoire  de  bacteriologie  du  Prof.  Krai  a  Prague. 

Afin  d'eviter  des  correspondances  inutiles ,  je  profile  en  meme  temps  de 
I'occasion  pour  faire  remarquer  (ju'un  cours  d'enseignenient  n'est  tenu  dans  notre 
laboratoire  qu'une  fois  par  an;   il  commence  le  20  aout,  et  sa  duree  est  de  4  a  6 
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5.    Resultats  et  Considerations. 


L'analyse  scientifique  des  levures  a  pris  son  commencement 
par  la  culture  absolument  pure.  C'est  seulement  en  partant  de 
celle-ci  qu  on  a  pu  aborder  d'une  fagon  precise  et  exacte  la 
question  relative  aux  unites  systematiques.  Auparavant,  on 
rapportait  a  une  seule  espece:  Saccharomyces  cerevisiae,  toute 
levure  de  culture  employee  en  brasserie  ou  en  distillerie.  Des 
mes  premiers  travaux  sur  les  levures,  je  parvenais  a  demontrer, 
comme  resultat  de  mes  experiences,  que  I'espece  ancienne 
Saccharomyces  cerevisiae,  de  meme  que  chacune  des  especes 
/etablies  par  Reess:  Sacch.  Pastorianus,  Sacch.  ellipsoideus,  etc., 
pouvaient  etre  scindees  en  plusieurs  especes  nettement  distinctes. 

En  efifet,  Texamen  botanique  habituel  des  especes  se  fonde 
principalement  sur  des  observations  morphologiques,  a  la  suite 
desquelles  on  reunit  sous  une  meme  espece  les  formes  qui,  sous 
certains  rapports,  semblent  se  ressembler  suffisamment  pour 
rendre  vraisemblable  qu'elles  appartiennent  ensemble.  C'est  la  la 
methode  descriptive.  Mais  il  y  a  aussi  la  methode  experimen- 
tale.  D'apres  celle-ci,  nous  prenons  la  cellule  isolee  pour  point 
de  depart,  et  chaque  anneau  de  la  chaine  est  place  sous  notre 
controle.  Si  nous  voulons  delimiter  les  especes  suivant  la  pre- 
miere de  ces  deux  methodes,  il  faudrait,  en  definitive,  reunir 
sous  un  seul  et  meme  nom  specifique  toutes  les  especes  que 
j'ai  rapportees  au  genre  Saccharomyces  (ce  genre  pris  dans  la 
signification  indiquee  dans  mes  »Grundlinien  zur  Systematik  der 
Saccharomyceten«  le  »Centralblatt  fiir  Bakteriologie,  Par.  u.  Inf. «, 
2.  Abt.,  12,  529.  (1904)).  Ce  que  j'ai  appele  genres,  savoir 
Saccharomyces,  Saccharomycodes,  Pichia,  Willia,  etc..  se  trouve- 
rait  alors  reduit  a  des  especes.  II  n'y  aurait  cependant  plus  guere 
personne  qui  pense  que  nous  puissions  proceder  de  la  sorte;  car 
cela  nous  conduirait  a  assembler  des  types  dont  nous  ne  savons 
pas  s'ils  appartiennent  ensemble  ou  non.  II  faut  remarquer  en 
outre  que  nous  rencontrons  ici  des  differences  si  grandes  que 
nous  nous  trouverions  obliges  d'etablir  une  longue  serie  de  sous- 
especes  si,  tout  en  prenant    I'espece    dans    ce  sens  etendu,    nous 


semaines.  Ce  cours  est  desiiiic  mii(iuciiient  aux  clcves  plus  avaiiccs  (^physiologisles, 
botanistes  et  chiinistes).  Les  pcrsonnes  desireuses  d'y  participer  sont  prices  de 
s'adresser  a  inoi,  en  joifjnaiU  ;i  leur  demandc  d'adtnission  des  recoininandations 
et  des  ccrtillcats. 
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ne  voulions  pas  renoncer  a  la  methode  analytique,  mais  continuer 
a  distinguer  les  types  entre  eux;  en  consequence,  nous  serions 
encombres  d'une  nomenclature  plus  compliquee,  sans  rien  y  gagner. 

Ainsi,  il  ne  nous  reste  pas  d'autre  moyen  que  de  distinguer 
entre  eux  les  types  qui,  issus  d'une  seule  cellule  et  cultives 
dans  des  conditions  identiques,  se  montrent  constamment  nette- 
ment  dififerents  de  tous  les  autres  types  connus  jusqu'  ici. 

II  arrive  souvent  que  les  differences  que  nous  rencontrons 
sont  insignifiantes  et  plutot  graduelles  qu'absolues;  parfois  cepen- 
dant  elles  sont  fort  prononcees;  frequemment  I'une  et  I'autre  cate- 
goric de  caracteres  se  presentent,  souvent  aussi  des  caracteres 
essentiellement  analogues,  mais  combines  differemment  chez  les 
differentes  especes.  Dans  la  suite  nous  allons  jeter  un  regard 
sur  les  caracteres  qui  differencient  I'une  de  I'autre  les  deux  especes 
de  levures  basses  de  brasserie  decrites  plus  haut,  et  ensuite  nous 
passerons  a  considerer  la  maniere  dont  elles  se  comportent  sous 
le  double  rapport  de  la  variation  et  de  I'heredite. 

La  difference  la  plus  marquee  entre  ces  deux  especes  appa- 
rait  aux  temperatures  basses  (comparez  les  fig.  3  et  4  avec  la 
fig.  8):  chez  leSaccharomycesCarlsbergensis  les  colonies 
myceliales  predominent,  tandis  que  chez  le  Sacch.  Mona- 
censis  ce  sont  les  colonies  a  cellules  ellipsoides  et 
spheri  qu  es. 

En  considerant  comme  types  normaux  les  vegetations  du 
Sacch.  Carlsbergensis,  telles  qu'elles  se  developpent,  dans  les 
conditions  de  culture  precedemment  decrites,  a  25°  C.  et  a  la 
temperature  ordinaire  du  laboratoire  (fig.  I),  on  serait  sans  doute 
porte  a  regarder  comme  type  anormal  de  vegetation  les  forma- 
tions myceliales  prenant  naissance  aux  temperatures  basses  (fig.  3 
et  4);  mais,  en  y  regardant  de  plus  pres,  on  reconnaitra  que  ces 
dernieres  formations  sont  tout  aussi  normales  que  celles  engen- 
drees  aux  temperatures  plus  elevees;  car  elles  apparaissent,  elles 
aussi,  toujours  dans  les  conditions  de  culture  indiquees,  et  I'em- 
preinte  divergente  que  leur  a  donnee  la  temperature  basse  dis- 
parait  assez  vite  quand  la  culture  se  fait  a  temperature  plus 
elevee. 

La  faculte  que  possedent  les  cellules  de  reagir  de  la  fagon 
indiquee  a  basse  temperature,  exprime  une  des  possibilites  evo- 
lutives  inherentes  a  lespece.  Que  le  caractere  decrit  soit  d'une 
grande  Constance,  c  est  ce  qui  appert  de  ce  fait  qu'il  se  produit 
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non  seulement  dans  tous  les  difterents  milieux  de  culture  men- 
tionnes  plus  haut,  mais  aussi  lorsqu'on  a  fait  exercer  quelque 
action  particuliere  sur  la  vie  de  la  vegetation  servant  de  semence 
et  qu'on  I'a  engendree  dans  des  conditions  tout  a  fait  anormales, 
toutes  differentes  de  celles  dans  lesquelles  avait  pris  naissance 
la  vegetation  normale  employee  dans  les  experiences  ci-dessus 
relatees. 

Ce  fait  est  mis  en  evidence  par  I'experience  que  dans  le 
temps  et  dans  un  autre  but,  j'entrepris  sur  des  cellules  de 
Sacch.  Carlsbergensis  tirees  de  cultures  en  solution  de  saccharose 
et  en  mout  de  biere,  cultures  qui  avaient  ete  laissees  en  repos 
pendant  une  annee  (v.  ces  Comptes-rendus  1883,  p.  42).  Ainsi, 
les  cellules  servant  de  semence  dans  cette  experience,  etaient 
generalement  vieilles  et  plus  ou  moins  epuisees.  Je  les  cultivai 
en  mout  partie  a  27^  C,  partie  a  7V2  "^  C.  A  la  premiere  de 
ces  temperatures,  elles  formerent  des  vegetations  a  cellules  comme 
celles  representees  dans  la  fig.  i  du  present  memoire,  tandis  qu'a 
7 V2  °  C.  elles  produisirent  frequemment  des  colonies  myceliales 
ressemblant  a  celles  que  montre  la  fig.  10.  On  voit  done  que 
danc  ce  cas  aussi,  le  phenomene  precedemment  decrit  se  renou- 
vela  lors  de  la  culture  a  temperature  basse. 

Les  experiences  qui  vont  suivre  demontreront  encore  plus 
clairement  combien  I'espece  conserve  constamment  le  caractere  en 
question.  Comme  on  s'en  souvient,  il  se  produit  au  voisinage 
de  la  temperature  maxima  une  vegetation  composee  de  cellules 
ellipsoides  (fig.  2).  Meme  apres  un  repos  prolonge  et  apres  des 
cultures  repetees,  il  n'apparait  a  la  temperature  elevee  aucun 
signe  de  formation  de  colonies  myceliales  comme  celles  de  la 
fig.  3.  II  etait  done  a  supposer  que  par  cette  voie  I'espece  pouvait 
etre  amenee  a  abandonner  tout  a  fait  ces  dernieres  formations. 
J'en  fis  I'epreuve  en  premier  lieu  par  des  vegetations  qui  dans  une 
experience  avaient  ete  laissees  en  repos  pendant  23  jours,  dans 
une  autre  experience  durant  34  jours  a  32V'-'"  C,  en  second  lieu 
sur  des  vegetations  qui  durant  21  cultures  avaient  ete  cultivees 
a  cette  temperature,  la  liqueur  nourriciere  ayant  ete  renouvelee 
tous  les  jours  ou  tous  les  deux  jours.  Le  milieu  de  culture  etait 
dans  tous  les  cas  du  mout  de  biere.  Ouant  au  resultat ,  il  fut 
le  meme  que  celui  obtenu  precedemment  en  prenant  pour  semence 
une  vegetation  normale. 

Les  cellules  ainsi  traitees   a   haute    temperature,  pendant   un 
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Fig.  lo.     Sacch.  Carlsbergensis. 

Vegetation   en    culture   en   niout  a  7'/?''  C,   issue  d'une  senience  de  cellules  d'une 

culliire   en   saccharose    laissee    en    repos    pendant    une  annee    a  la    lemjicrature    du 

laboratoire.      Grossissement  lineaire  de    1000  fois. 

long  espace  de  temps  et  durant  des  generations  interminables, 
developperent,  comme  le  font  les  cellules  ordinaires  aux  tempe- 
ratures basses,   un  plus  ou  moins  grand  nombre  de  colonies  myce- 
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liales  comme  celles  qu'on  voit  dans  les  figures  3  et  10;  les  cellules 
servant  de  semence  n'avaient  rien  abandonne  de  leur  caractere 
specifique. 

Les  figures  2 — 4,  7—8  et  10  montrent  d'une  fa(;on  frappante 
que  les  cellules  s'agrandissent  au  voisinage  des  temperatures 
limites;  en  ce  qui  concerne  le  type  ellipsoide,  ceci  s'applique 
surtout  aux  cultures  preparees  a  proximite  de  la  temperature 
maxima. 

Alors  que  chez  le  Sacch.  Carlsbergensis  les  colonies  myceli- 
ales  (fig.  3)  apparaissent  aux  temperatures  basses  et  font  defaut 
aux  temperatures  elevees,  il  y  a  d'autres  especes  de  Saccharo- 
myces  oil  c'est  I'inverse  qui  a  lieu,  et  il  y  en  a  sans  doute  aussi 
sur  lesquelles  ni  une  temperature  elevee  ni  une  temperature 
basse  n'exerce  aucune  influence  en  ce  sens. 

Pour  certaines  bacteries  d'acide  acetique  j'ai  egalement 
demontre  que  la  culture  a  une  temperature  determinee  donne 
lien  a  de  fortes  modifications  de  la  forme  et  des  dimensions  des 
cellules  (v.  ces  Comptes-rendus  3,   198  (1894)). 

Les  cellules  rondes  demesurement  grandes  qui  apparaissent 
dans  certaines  conditions,  et  notamment  a  temperature  basse, 
s'appellent  generalement  cellules  gigantesques.  On  pourrait  cepen- 
dant  a  juste  titre  designer  sous  ce  meme  nom  les  cellules  en 
forme  de  boudin  allonge  representees  dans  la  fig.  3;  c'est  pour- 
quoi  toutes  les  fois  que  je  veux  parler  de  la  premiere  categoric 
de  cellules  gigantesques,  j'ajoute  I'adjectif  rond.  Ce  type  cellu- 
laire  tres  caracteristique  se  developpe  dans  nos  deux  levures 
dans  toutes  les  conditions  de  culture  decrites  ci-dessus.  Les 
figures  3  (a  gauche,  en  bas),  6  (a  gauche),  8  (a  droite,  en  bas) 
et  surtout  9,  en  donnent  des  exemples.  II  etait  le  plus  forte- 
ment  accusee  dans  I'eau  de  levure  additionnee  de  dextrose,  et 
se  presentait  en  plus  grand  nombre  et  avait  les  plus  grandes 
dimensions  chez  le  Sacch.  Monacensis.  Le  vif  developpement  que 
prennent  dans  I'eau  de  levure  additionnee  de  dextrose  les  cellules 
gigantesques  rondes  telles  que  celles,  excessivement  grandes,  que 
represente  la  fig.  9,  constitue  chez  le  Sacch.  Monacensis  un  caractere 
precieux.  Quand  ces  cellules  gigantesques  sont  cultivees  k  des 
temperatures  voisines  de  loptimum,  dies  developpent  des  vege- 
tations composees  des  cellules  ellipsoides  ordinaires;  il  ne  se 
produit  done  pas  ici  non  plus  de  changement  constant  de  forine. 

La  culture  a  9*^  C.   a  une  grande  importance  pour  i'anaiyse 
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pratique  des  deux  especes  de  levure.  Bien  qu'il  ne  soit  pas 
question  de  differences  absolues,  mais  seulement  de  dissemblances 
graduelles,  il  n'en  est  pas  moins  vrai  que  celles-ci  sont  si  forte- 
ment  marquees  qu'elles  suffisent,  a  ne  pas  s'y  tromper,  pour  di- 
stinguer  les  especes  entre  elles. 

Un  des  caracteres  les  plus  utiles  pour  differencier  les  especes 
de  levure,  est  constitue  par  la  determination  des  temperatures 
limites  du  bourgeonnement  et  de  la  formation  de  spores,  deter- 
mination qui  fournit  souvent  des  caracteres  specifiques  nettement 
prononces.  Cependant,  comme  nous  I'avons  vu,  il  faut  renoncer 
a  cette  analyse  en  ce  qui  concerne  la  sporulation  des  deux 
especes  considerees  ici.  La  temperature  maxima  du  bourgeonne- 
ment est  a  peu  pres  la  meme  pour  Tune  que  pour  I'autre,  tandis 
que  le  minimum  de  la  temperature  accuse  une  difference  de  I '^  C. 
Contrairement  a  I'analyse  faite  a  la  temperature  maxima,  qui 
peut  etre  terminee  en  peu  de  jours,  celle  effectuee  a  la  tempe- 
rature minima  demande  six  mois  et  au  dela.  Par  consequent,  la 
determination  de  la  temperature  minima  presente  un  interet  moindre 
pour  I'analyse  pratique. 

Parmi  les  petites  differences  existant  entre  les  deux  especes, 
il  faut  citer  encore  la  difference  de  forme  que  nous  avons 
reconnue  deja  dans  les  cellules  de  la  semence  normale  (fig.  i 
et  6),  et  qui  se  retrouve  dans  la  culture  qui  s'opere  dans  les 
cuves  a  fermentation  des  brasseries.  A  vrai  dire,  on  ne  sau- 
rait  la  preciser  d'une  fagon  tout  a  fait  satisfaisante  ni  par  une 
description,  ni  meme  a  I'aide  de  figures;  mais  tout  microscopiste 
specialement  exerce  a  des  recherches  de  cette  nature  sur  les 
levures,  sera  presque  toujours  a  meme,  en  ayant  recours  a  ce 
caractere,  de  distinguer  I'une  de  I'autre  les  deux  especes  a  i'etat 
de  cultures  pures. 

Dans  la  cave  a  fermentation  et  dans  celle  ue  garde,  les  deux 
levures  ne  dififerent  pas  seulement  au  point  de  vue  de  I'attenua- 
tion,  mais  encore  sous  le  rapport  du  gout  et  de  I'odeur;  il  en 
est  ici  comme  il  en  est  de  la  fermentation  du  vin:  le  praticien 
sait  toujours,  ou  se  trouve  chaque  levure  particuliere.  Et,  il  y 
a  plus:  ces  caracteres  d'ordre  pratique  se  maintiennent  dans  la 
fabrication  d'annee  en  annee,  et  cela  non  seulement  dans  une 
seule  et  meme  brasserie,  mais  aussi  dans  differentes  brasseries.  II 
faut  remarquer  ici  que  les  caracteres  nettement  marques  tels 
que  ceux  que  j'ai   signales  chez  d'autres  levures  dans  leur  action 
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tres  difterente  sur  les  sucres,  ne  se  retrouvent  pas  chez  les  le- 
vures  basses  de  brasserie. 

Parmi  les  caracteres  d'ordre  inferieur  il  faut  mentionner  en- 
core ceux  que  presentent  les  colonies  sur  le  mout  gelatine;  je 
m'arreterai  particulierement  sur  les  colonies  gigantesques.  Dans 
le  travail  de  P.  Lindner  cite  plus  haut,  il  est  montre  que  les 
levures  basses  de  brasserie  peuvent  produire  deux  types  dift'e- 
rents  de  colonies  gigantesques,  qui  se  distinguent  facilement 
Fun  de  I'autre.  On  les  a  nommes  respectivement  type  Frohberg 
et  type  Saaz,  d'apres  les  brasseries  dont  ces  levures  provenaient, 
et  Ton  ne  tarda  pas  a  etendre  ces  designations  sur  d'autres 
especes  de  levure  qui  developpent  des  colonies  gigantesques 
ressemblant  a  celles-la  par  leur  aspect  exterieur,  meme  si  les 
levures  en  question  different  entre  elles  sous  d'autres  rapports. 
De  plus,  dans  la  litterature  traitant  de  la  technologic  et  de  la 
chimie  des  fermentations,  on  en  est  venu  a  designer  egalement 
par  ces  noms  le  degre  de  fermentation,  de  telle  sorte  qu'en  rap- 
portant  une  espece  de  levure  au  t}-pe  Frohberg,  on  indique  en 
meme  temps  qu'a  I'instar  de  ce  type  elle  produit  une  attenuation 
forte,  de  meme  qu'en  rapportant  une  levure  au  type  Saaz  on 
sous-entend  qu'elle  a  cela  de  commun  avec  ce  dernier  de  donner 
une  attenuation  faible.  Cependant,  en  realite,  il  n'y  a  guere  de 
rapport  entre  I'attenuation  d'un  cote  et,  de  I'autre,  la  forme  et 
I'aspect  des  colonies  gigantesques.  Des  especes  dont  les  colonies 
gigantesques  ressemblent  a  celles  de  la  levure  Frohberg,  peuvent, 
en  effet,  tres  bien  donner  une  attenuation  faible,  et,  d'autre  part, 
des  especes  que,  d'apres  I'aspect  de  leurs  colonies  gigantesques, 
il  faudrait  rapporter  au  tvpe  Saaz,  n'en  peuvent  pas  moins  fournir 
une  attenuation  forte. 

Plus  tard  on  est  alle  encore  plus  loin  dans  cette  direction, 
en  etablissant  un  troisieme  type,  dit  Logos,  pour  les  levures  qui 
donnent  une  fermentation  notablement  plus  forte  que  celle  du 
type  Frohberg.  Dans  I'origine,  cette  appellation  de  Logos  fut 
employee  par  Van  Laer  et  Denamur  pour  designer  une 
espece  f)articuliere  de  levure  basse  provenant  de  la  brasserie 
Logos  a  Rio  de  Janeiro.  Je  reviendrai  dans  la  suite  a  cette 
levure. 

Ces  recherches  ont  fourni  de  precieuses  contributions  a  la 
technologic  et  a  la  chimie  de  la  fermentation;  seulement,  en 
adoptant  la  iacou  indiciuce  de  designer  des  grou[ies  lie  levures  a 
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pouvoirs  fermentaires  differents,  on  en  est  venu  a  confondre  sous 
un  meme  nom  des  objets  differents^). 

Pour  ce  qui  concerne  la  formation  de  colonies  gigantesques, 
mes  deux  especes  decrites  plus  haut  se  rattachent  de  pres  a  la 
levure  Frohberg.  II  en  est  de  meme  de  plusieurs  autres  especes 
de  levure  basse  de  brasserie  que  j'ai  eu  I'occasion  d'examiner; 
toutefois  j'ai  aussi  rencontre  des  levures  basses  de  brasserie  chez 
lesquelles  ladite  formation  de  colonies  concorde  avec  celle  du 
type  Saaz.  Une  meme  espece  de  levure  se  presente  avec  le 
meme  type  de  formation;  seulement  il  ne  faut  pas  prendre 
cette  formule  trop  a  lalettre;  car,  lors  meme  qu'on  emploie 
une  semence  provenant  d'une  seule  et  meme  vegetation,  on 
peut  obtenir  des  colonies  gigantesques  presentant  des  aspects 
assez  differents  les  uns  des  autres;  mais  quand  on  passe  en 
revue  une  assez  longue  suite  de  colonies,  on  en  vient  a  constater 
que,  en  regie  generale,  une  meme  espece  presente  un  caractere 
principal,  et  qu'il  y  a  certains  traits  qui  se  repetent  specialement. 

C'est  I'ensemble  de  tous  ces  caracteres,  grands  et  petits,  qui 
constitue  I'espece.  Ouant  au  nombre  des  caracteres  qu'il  faut 
pour  etablir  une  espece,  et  quant  a  la  profondeur  de  ces  carac- 
teres, il  est  evident  que  les  exigences  vont  en  s'accentuant  au 
fur  et  a  mesure  que  nous  faisons  porter  nos  recherches  sur  un 
plus  grand  nombre  d'especes. 


')  Pour  designer,  au  point  de  vue  pratique,  les  principaux  jihenomenes  se 
rattachant  a  la  fermentation  des  levures  basses,  ainsi  que,  en  general,  la 
inaniere  dont  elles  se  coinportent  en  brasserie,  Alfred  Jorgensen  a  donne 
des  1886,  dans  son  manuel  intitule  sDie  Mikroorganismen  der  Garungs- 
induRtrie«,  un  groupement  preferable  a  celui  indique  ci-dessus.     Le  voici: 

1.  Produisant  une  clarification  tres  rapide  et  une  attenuation  faible ;  biere 
tenant  bien  la  mousse.  Pour  une  conservation  de  longue  duree,  cette 
biere  n'offre  point  de  resistance  contre  le  trouble  par  la  levure.  De  telles 
levures  ne  convienneni  guere  que  pour  des  bieres   en    fiits  (bieres  jeunes). 

2.  Produisant  une  clarification  assez  rapide  et  attenuant  assez  faiblement; 
biere  tenant  bien  la  mousse ;  mousse  frisee  haute  pendant  la  fermentation; 
la  levure  forme  un  depot  tres  consistant  au  fond  de  la  cuve.  La  biere 
n'est  pas  particulierement  resistante  contre  le  trouble  par  la  levure.  Con- 
vient  pour  les  bieres  en  fiits  et  en  partie  pour  les  bieres  de  garde. 

3.  Levures  produisant  une  clarification  lente  et  une  forte  attenuation.  Apres 
la  fermentation  ]jrinci])ale ,  la  levure  est  de  consistance  peu  compacte. 
La  biere  est  tres  refractaire  au  trouble  par  la  levure.  Ces  levures  con- 
viennent  a  la  fabrication  des  bieres  de  garde  et  surtout  a  celles  d' exportation. 

Le  Sacch.  Carlsbergensis  a])partient   au  troisieme   groupe   ci-dessus,    le  Sacch. 
Monacensis  ])lut6t  au  deuxieme. 
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Les  levures  de  brasserie  a  fermentation  basse  sont  sujettes 
a  des  variations  analogues  a  celles  que  peuvent  subir  les  autres 
levures,  et,  autant  qu'on  peut  le  voir,  elles  ne  le  sont  ni  plus 
ni  moins.  Depuis  1883,  j'ai  public  a  plusieurs  reprises  des 
communications  sur  ce  sujet,  communications  dont  j'ai  donne  un 
resume,  allant  jusqu'a  I'an  1900,  dans  mon  travail  sur  la  variation 
et  I'heredite  imprime  dans  les  presents  Comptes- rendus  5,  i 
(1900). 

En  ce  qui  concerne  les  changements  de  forme,  je  demontrais 
qu'en  isolant  les  cellules  d'une  culture  pure  de  Sacch.  Carls- 
bergensis,  on  peut  obtenir  deux  categories  bien  distinctes  formant 
chacune  une  vegetation  d'un  autre  type  que  celle  produite  par 
lautre  categoric,  en  ce  sens  que  Tunc  d'clles  montre  une  pre- 
dominance des  cellules  ellipsoides,  I'autrc  de  celles  en  forme  de 
boudin.  Ainsi,  le  devcloppcment  prenait  deux  directions  nette- 
ment  differentes,  et  pourtant  les  deux  categories  etaient  origi- 
naires  d'une  seule  et  meme  cellule.  Elles  se  maintenaient  cons- 
tantes  a  travers  plusieurs  cultures  faites  dans  du  mout  de  biere,. 
tant  au  laboratoire,  a  la  temperature  ordinaire  de  celui-ci,  que 
dans  les  grandes  cuves  a  fermentation  de  la  brasserie  du  Vieux- 
Carlsberg,  dans  les  conditions  de  fermentation  basse  qui  y  existent. 
II  se  manifestait  done  une  certaine  Constance.  L'ensemencement 
du  type  en  forme  de  boudin  donnait  a  nouveau  des  vegetations 
dans  lesquelles  cette  meme  forme  predominait,  et,  en  revanche^ 
lorsqu'on  ensemen(:ait  le  type  ellipsoi'de,  on  obtenait  des  vegetations 
oil  la  forme  ellipsoide  I'emportait.  La  difference  entre  les  deux 
categories  ne  disparaissait  que  peu  a  peu,  la  forme  en  boudin 
faisant  place  de  plus  en  plus  a  la  forme  ellipsoide.  Des  ex- 
periences analogues  entreprises  sur  quelques  autres  especes  de 
levures  basses  de  brasserie,  donnaient  des  resultats  similaires. 

Au  nombre  de  ces  recherches  deja  anciennes  sur  la  variation 
des  levures  basses  de  brasserie  se  trouvent  encore  celles  au 
cours  desquelles  je  preparais  des  varietes  douees  d'un  plus  grand 
pouvoir  de  fermentation  alcoolique,  comme  aussi  des  varietes 
presentant  un  plus  faible  pouvoir  de  fermentation  alcoolique  que 
les  cellules  dont  elles  etaient  issues;  de  plus,  la  preparation  de 
iiouvelles  varietes  qui,  dans  la  brasserie,  travaillaient  mieux  que 
les  levures  dont  elles  descendaient.  Dans  tous  ces  cas  il  s'etait 
(lone  produit  quelque  chose  de  nouveau  et  ([ui  se  transmcttait 
dune    generation    a    I'autre.      Quant    a    la    ([uestion    de    saxoir    si 
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c'etait  la  une  reelle  transformation  provoquee  par  les  facteurs 
que  je  faisais  intervenir,  ou  bien  s'il  etait  seulement  question 
d'une  selection  de  certaines  cellules  ayant  mene  jusque  la  une 
existence  latente  et  subordonnee  parmi  le  grand  nombre  de 
cellules  portant  une  empreinte  toute  dift'erente,  —  il  etait  im- 
possible d'y  repondre  avec  certitude. 

Le  memoire  que  je  viens  de  citer  contient  egalement  un 
expose  de  mes  recherches  concernant  lasporogenite.  Je  montre 
notamment  comment,  en  faisant  agir  certains  facteurs  exterieurs 
sur  la  cellule  de  Saccharomyces,  on  peut  preparer  une  forme 
depourvue  de  la  faculte  de  produire  des  spores  et  qui  sous  I'in- 
fluence  de  ces  facteurs  a  acquis,  sous  plusieurs  rapports,  de  nou- 
velles  proprietes,  proprietes  qui  se  trouvent  etre  hereditaires  durant 
des  generations  interminables.  Tout  ceci  s'applique  aussi  bien 
aux   levures    basses  de  brasserie  qu'aux  autres  Saccharomycetes. 

Les  recherches  relatees  dans  le  present  memoire,  sur  les  Sacch. 
Carlsbergensis  et  Sacch.  Monacensis,  portent  principalement  sur  les 
deux  types  principaux  de  ces  especes,  a  savoir  le  type  de  forme 
ellipsoide  et  celui  a  fermentation  basse.  Cependant,  chacune  de 
ces  deux  levures  se  presente  non  seulement  avec  une  variete  a 
cellules  en  forme  de  boudin,  mais  aussi  avec  une  variete  produi- 
sant  des  phenomenes  de  fermentation  haute;  les  deux  varietes 
ont  des  caracteres  de  commun  avec  le  tjpe  principal  de  I'espece, 
a  I'exception  des  divergences  de  variation  qui  les  distinguent  de 
celui-ci  sous  le  rapport  de  la  forme  cellulaire  et  du  mode  de 
fermentation.  Dans  les  cultures  decrites  la  variete  en  forme  de 
boudin  developpe,  a  25  °  C.  et  a  la  temperature  ordinaire  du 
laboratoire,  une  vegetation  ayant  un  plus  grand  nombre  de  cel- 
lules en  forme  de  boudin  que  n'en  a  son  type  principal,  et  dans 
des  eprouvettes  contenant  du  mout  de  biere,  la  variete  a  fer- 
mentation haute  provoque,  aux  temperatures  indiquees,  une  fer- 
mentation haute,  tandis  que  dans  ces  memes  conditions  le  t\pe 
principal  continue  a  montrer  des  phenomenes  de  fermentation 
basse.  Nous  allons  maintenant  esquisser  a  grands  traits  la  varia- 
tion sous  le  rapport  de  la  forme  cellulaire,  pour  I'envisager  ensuite 
au  point  de  vue  du  mode  de  fermentation. 

Toute  espece  de  Saccharomyces  se  presente  avec  les  deux 
formes  cellulaires:  la  forme  ellipsoide  et  celle  en  boudin,  et 
chez  toutes  les  especes  de  ce  genre  on  retrouvera  probable- 
ment    la    particularite    que    j'ai    trouvee    d'abord    chez    le    Sacch. 


211 

Carlsbergensis :  que  toute  cellule  peut  produire  une  progeniture 
parmi  les  cellules  de  laquelle  les  deux  categories  se  trouveront 
representees. 

Dans  ce  qui  va  suivre  nous  donnerons  un  apergu  des  allures 
que  prend,  en  ce  sens,  la  variation  chez  le  Sacch.  Carlsbergensis. 

Mes  anciennes  recherches,  citees  ci-dessus,  sur  les  deux  for- 
mes cellulaires  de  cette  espece  (p.  209),  avaient  demontre  que 
parmi  ses  cellules  il  y  en  a  qui  tendent  a  produire  preferablement 
une  vegetation  dans  laquelle  la  forme  en  boudin  I'emporte  sur  le 
type  ellipsoide,  tandis  que  d'autres  cellules  tendent  a  developper 
une  vegetation  formee  en  majeure  partie  de  cellules  de  ce  dernier 
type.  Entre  ces  deux  points  extremes,  il  y  a  toute  une  grad- 
ation de  vegetations  transitionnelles.  On  ne  trouve,  de  cette  le- 
vure,  aucune  vegetation  formee  uniquement  de  cellules  ellipsoides, 
et  Ton  n'en  trouve  pas  davantage  dont  toutes  les  cellules  revetent 
la  forme  de  boudin;  de  plus,  il  se  produit  continuellement  des 
oscillations  d'un  cote  a  I'autre.  Les  directions  que  peuvent 
prendre  les  variations  des  cellules  individuelles,  sont  determinees 
d'avance;  quant  aux  facteurs  qui  leur  ont  fait  prendre  une  direc- 
tion quelconque,  nous  n'en  savons  rien.  Ainsi  ce  n'est  pas  la 
temperature  basse  qui  a  pour  effet  que  les  cellules  ellipsoides 
se  transforment  et  donnent  naissance  a  des  cellules  en  forme  de 
boudin;  ce  n'est  pas  davantage  la  temperature  elevee  qui  transforme 
les  cellules  ayant  la  forme  de  boudin  et  leur  fait  prendre  la  direction 
opposee,  de  fagon  a  n'engendrer  desormais  que  des  cellules  ellipso- 
ides; mais  la  temperature  basse  fait  aller  le  developpement  de  la 
forme  en  boudin  plus  loin  qu'a  I'ordinaire,  a  tel  point  que  quelques- 
unes  des  cellules  produisent  meme  des  colonies  myceliales  (tig.  3), 
tandis  que  la  temperature  elevee,  elle,  favorise  la  forme  ellipsoide 
qui,  sous  son  influence,  peut  meme  atteindre  son  developpement 
extreme  (fig.  2).  Quant  au  fait,  signale  plus  haut,  que  meme  a 
basse  temperature,  il  peut  se  former  des  colonies  composees 
exclusivement  de  cellules  ellipsoides,  il  ne  fait  que  prou\'er 
I'existence  de  cellules  tellement  portees  a  suivre  la  voie  de  la 
forme  ellipsoide  que  I'abaissement  de  la  temperature  ne  peut 
pas  produire  d'effet.  Nous  avons  vu  dans  ce  qui  precede  (jue 
les  varietes  presentent  les  caracteres  propres  a  leur  espece, 
et  de  la  meme  faqon  que  les  types  principaux  dont  elles  deri- 
vent.  C'est  ainsi  que  la  variete  en  forme  de  boudin  du  Sacch. 
Carlsbergensis  donnait   naissance,  pies  de  la  temperalurc  inaxiina. 


212 

a  une  vegetation  comme  celle  representee  par  la  fig.  2,  et  qu'au 
voisinage  de  la  temperature  minima  elle  produisait  une  vegeta- 
tion analogue  a  celle  de  la  fig.  3;  seulement  il  y  avait  dans  ce 
dernier  cas  peut-c-tre  un  peu  plus  de  colonies  myceliales  que 
chez  le  type  originaire.  Mais  il  faut  remarquer,  pour  la  variete 
aussi,  que  ni  ses  formations  myceliales  aux  temperatures  basses, 
ni  ses  formations  ellipsoides  aux  temperatures  elevees,  n'etaient 
hereditaires.  C'est  la  une  des  raisons  pour  lesquelles  je  n'ai  pas 
considere  ces  formations  comme  relevant  de  la  variation  propre- 
ment  dite;  en  tout  cas,  le  fait  signale  constitue  une  difference 
notable  de  ce  qui  a  lieu  chez  la  variete.  En  effet,  la  caractere 
qui  difierencie  celle-ci  du  type  principal,  peut  se  conserver  a 
travers  un  assez  grand  nombre  de  generations.  Si  neanmoins  on 
peut  constater  souvent  qu  elle  retourne  insensiblement  au  type 
originaire,  nous  n'en  savons  pas  encore  la  cause.  Que  la  forme 
ellipsoide  et  ronde  doive  etre  regardee  comme  le  type  principal, 
c'est  ce  qui  ressort  de  ce  fait  qu'en  general  c'est  cette  forme 
cellulaire  qui  predomine,  de  meme  que,  sinon  toujours  du  moins 
dans  la  plupart  des  cas,  c'est  la  forme  par  laquelle  commence 
le  developpement,  meme  chez  la  variete  en  forme  de  boudin  et 
dans  les  conditions  de  culture  qui  donnent  limpulsion  a  un 
developpement  particulier  dans  le  sens  mycelial,  comme  dans  la 
fig.  3.  La  variation  ainsi  traitee  et  par  laquelle  la  forme  cellu- 
laire subit  des  modifications  instables  (type  principal  ellipsoide, 
variete  en  forme  de  boudin),  pourrait  etre  rapportee  a  cette  cate- 
goric quon  a  qualifiee  de  variation  fluctuante. 

Ce  que  nous  venons  de  dire  de  ce  mouvement  de  variation 
chez  le  Sacch.  Carlsbergensis,  trouve  son  application  dans  tous 
les  points  essentiels,  en  tenant  compte  des  differences  specifiques, 
chez  le  Sacch.  Monacensis  aussi. 

Dans  mes  recherches  experimentales  sur  la  variation  et 
I'heredite  chez  les  levures  hautes  et  basses  (Centralbl.  f.  Bakt., 
Par.  u.  Inf.,  2"=  Abt.,  15,  353  (1905),  et  18,  577  (1907))  je  demon- 
trais  que  les  deux  types  physiologiques .  levure  haute  et  levure 
basse,  ne  sont  point  des  types  independants,  mais  qu'au  contraire 
I'un  d'eux  peut  se  developper  de  I'autre  et  qu'une  seule  cellule 
peut  fonder  des  vegetations  presentant  les  deux  types  I'un  a 
cote  de  I'autre.  Chez  les  levures  typiques  a  fermentation  haute, 
le  changement  en  levure  a  fermentation  basse  ne  se  produisait 
que  pour  un  nombre  de  cellules  extremement  petit;    par  contre. 
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chez  les  cellules  de  levures  basses,  le  mouvement  en  sens  in- 
verse s'observait  souvent.  Quelques-unes  de  nies  recherches  sur 
cette  variation  portaient,  en  eftet,  sur  les  deux  especes  ci-dessus 
decrites  de  levure  basse  de  brasserie.  L'une  et  I'autre  faisaient 
preuve  d'une  tendance  bien  marquee  a  former  des  cellules  typi- 
ques  de  levure  basse;  pourtant  quelques-unes  des  cellules  s'etaient 
ecartees  d'une  fa^on  sensible  de  la  voie  de  la  fermentation  basse, 
et  il  y  en  avait  meme  qui  donnaient  naissance  a  une  vegetation 
produisant  une  fermentation  haute  nettement  prononcee,  bien  que 
pas  tres  forte.  Ce  n'etaient  pourtant  pas  des  vegetations  pures  a 
fermentation  haute;  car  des  repartitions  continuees  montraient  que 
parmi  les  cellules  dont  elles  etaient  formees,  il  y  en  avait  qui 
donnaient  naissance  a  des  vegetations  provoquant  une  fermenta- 
tion basse;  c'etaient  done  des  levures  du  genre  de  celles  que 
dans  mon  memoire  de  1907  j'ai  appelees  types  mixtes,  c'est-a- 
dire  des  vegetations  composees  des  deux  types  physiologiques. 
En  parlant  de  fermentation  haute  et  basse,  nous  n'entendons  plus 
par  la,  comme  autrefois,  des  fermentations  dans  lesquelles  toutes 
les  cellules  donnent  respectivement  une  fermentation  haute  ou 
basse,  mais  seulement  que  le  mouvement  principal  va  de  I'un  ou 
de  I'autre  de  ces  deux  cotes.  Selon  mes  recherches  nouvelles,  il 
parait  meme  douteux  qu'il  existe  reellement  des  levures  qui  soient 
exclusivement  hautes  ou  exclusivement  basses.  Cela  est  vrai  sur- 
tout  pour  ces  dernieres.  En  effet,  je  n'avais  qu'a  faire  I'epreux'e 
sur  une  centaine  ou  quelques  centaines,  tout  au  plus,  de  cellules 
de  levure  basse  pour  trouver  une  ou  plusieurs  cellules  qui  fon- 
dassent  des  vegetations  donnant  lieu  a  des  phenomenes  de  fer- 
mentation haute.  De  plus,  en  regardant  de  plus  pres  les  resul- 
tats  auxquels  ont  abouti  mes  recherches  sur  les  levures  a  fer- 
mentation haute,  nous  sommes  amenes  a  en  tirer  cette  conclusion: 
que  ce  qui  dans  ce  domaine  fait  I'effet  de  la  Constance,  n'en 
constitue  en  realite  qu'un  degre  elev^e.  Pourvu  que  la  methode 
suivie  soit  suffisamment  exacte  et  rigoureuse  et  que  nous  appor- 
tions a  notre  travail  la  perseverance  qu'il  exige,  nous  rencontre- 
rons  ici  encore  des  exceptions  suffisamment  nombreuses  pour 
nous  faire  reconnaitrc  que  nous  ne  sommes  pas  en  presence  dun 
type  homogenc,  mais  de  l}pes  mixtes.  Sur  2423  cellules  de 
l'une  des  deux  especes  de  levures  liautes  de  brasserie  ([ui  fai- 
saient I'objet  de  mon  examen  a  ce  point  de  \ue,  il  y  en  avait 
7    (jui    se    trou\ai(Mit    |)ro\'0(iuer    une    fermentation    basse,    et    sur 
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5644  cellules  de  I'autre  espece,  je  n'en  pouvais  decouvrir  qu'une 
seule  qui  s'ecartat  de  la  voie  de  la  fermentation  haute.  Si  dans 
ce  dernier  cas  nous  n'eussions  fait  porter  I'epreuve  que  sur  5000 
cellules,  nous  n'aurions  probablement  pas  trouve  une  cellule  faisant 
exception,  et  il  est  peut-etre  des  especes  chez  lesquelles  il 
faudrait  chercher  encore  plus  longtemps  pour  en  trouver  une.  De 
telles  analyses  nous  ramenent  a  nous  demander  si,  en  somme,  il 
existe  quelque  chose  d'absolument  fixe.  Dans  le  travail  cite 
j'ai  rapporte  cette  variation  a  la  categorie  pour  laquelle  on  a,  en 
ces  derniers  temps,  generalement  adopte  la  designation  de  muta- 
tion proposee  par  Hugo  de  Vries;  elle  a  plusieurs  caracteres 
de  commun  avec  cette  classe  de  variations,  et  elle  s'y  rattache 
egalement  par  ce  fait  que  les  agents  qui  la  determinent  nous 
sont  tout  a  fait  inconnus.  D'autre  part,  il  y  a  aussi  beaucoup 
qui  parle  en  faveur  de  la  ranger,  a  I'instar  de  celle  precedemment 
mentionnee,  parmi  les  variations  dites  fluctuantes.  Malheureuse- 
ment,  les  diverses  categories  de  variations  qu'on  a  etablies 
jusqu'  ici,  n'ont  pas  ete  definies  d'une  fa^on  nette  et  precise;  il 
ne  s'agit  que  de  groupements  provisoires.  Du  reste,  les  divisions 
et  les  noms  sous  lesquels  on  les  designe,  n'importent  guere  pour 
le  moment.  L'essentiel  est  I'analyse  experimentale  et 
la  recherche  des  facteurs  qui  entrent  en  jeu  en  provo- 
quant  les  variations.  C'est  la  de  quoi  continueront  de 
s'occuper  mes  nouvelles  recherches. 


Ainsi,  en  examinant  les  levures  basses  de  brasserie,  nous 
sommes  partis  d'abord  de  ce  point  de  vue  qu'elles  presentent 
des  caracteres  suffisamment  constants  pour  nous  permettre  de 
distinguer  les  especes  entre  elles,  et  ensuite  nous  nous  sommes 
guides  par  cette  consideration  qu'ici  comme  ailleurs  dans  le 
monde  des  organismes  vivants,  la  variation  donne  lieu  a  bien 
des  fluctuations.  La  question  se  pose  maintenant  de  savoir  ce 
que  c'est  qui  caracterise  le  groupe  d'especes  de  levure  consi- 
derees.  Or,  nous  devons  reconnaitre  que,  en  tout  cas  jusqu'ici, 
nous  ne  connaissons  pas  des  caracteres  scientifiques  nous  justi- 
fiant  en  faisant  d'elles  un  groupe  a  part;  pour  le  delimiter,  la  seule 
donnee  sur  laquelle  nous  puissions  nous  fonder,  c'est  ce  fait 
d  ordre  purement  pratique  que  ce  sont  des  especes  dont  on  fait 
usage  pour  fabriquer  de  la  biere  a  fermentation  basse.    Dans  les 
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fermentations  qu'elles  effectuent  en  brasserie,  comme  aussi  dans 
les  cultures  de  courte  duree  decrites  plus  haut,  faites  a  25"  C. 
et  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire,  elles  forment 
ordinairement  d'assez  grosses  cellules  ellipsoides  et  rondes;  il  est 
plus  rare  de  trouver  des  especes  ayant  des  cellules  ellipsoides  et 
dont  les  dimensions,  notablement  moindres,  rappellent  celles  des 
levures  de  vin,  ou  bien  des  especes  dont,  dans  les  conditions  de 
culture  decrites,  les  vegetations  se  presentent  en  majeure  partie 
avec  des  cellules  en  forme  de  boudin.  Les  levures  de  vin  a 
cellules  grandes,  d'un  cote,  et,  de  I'autre,  les  levures  de  brasserie 
a  cellules  petites,  se  ressemblent  tout  a  fait;  aussi  il  existe  non 
seulement  des  levures  de  brasserie,  mais  egalement  des  levures 
de  vin  dont  les  cellules  se  sont  pour  la  plupart  eloignees  de  la 
forme  ellipsoide. 

Les  cellules  vegetatives  de  nos  levures  basses  de  brasserie  ont 
souvent  le  plasma  mat  en  comparaison  de  celui  des  cellules  des  le- 
vures sauvages.  Ce  caractere  apparait  cependant  plus  nettement  dans 
le  contenu  des  spores.  En  eftet,  par  opposition  aux  spores  des  le- 
vures sauvages,  celles  des  levures  basses  de  brasserie  renferment 
generalement  un  plasma  moins  dense  et  moins  refringent;  le  plus 
souvent  on  y  trouve  des  vacuoles  bien  nettes,  et  la  spore  a  frequem- 
ment  I'air  d'etre  videe,  auquel  cas  la  parol  est  bien  distincte.  Dans 
les  conditions  ordinaires  de  culture,  les  spores  des  levures  sau- 
vages sont  entierement  remplies  dun  plasma  homogene  et  forte- 
ment  refringent. 

Un  autre  fait  par  lequel  les  levures  basses  de  brasserie  se 
distinguent  des  levures  sauvages,  consiste  en  ce  qu'a  25*^  C. 
quelques-unes  d'entre  elles  developpent  leurs  spores  d'une  fagon 
sensiblement  plus  lente  que  ne  le  font  les  levures  sauvages ; 
d'autres  especes,  qui  ne  montrent  pas  cette  difference  a  la  tem- 
perature indiquee,  le  font  a  15'*  C.  C'est  sur  ces  observations 
et  sur  celles  exposees  plus  haut  que  j'ai  pu  baser  une  methode 
pour  I'analyse  pratique  de  la  levure  basse  de  brasserie  en  vue 
d'y  deceler  de  la  levure  sauvage.  Le  plus  grand  nombre  des 
levures  basses  de  brasserie  ne  forment  pas  beaucoup  de  spores; 
ces  dernieres  sont  assez  grandes,  ordinairement  plutot  spheriques, 
rarement  ovales. 

Dans  le  courant  des  annees  on  a  isole  dans  les  laboratoires 
zymotechniques  un  tres  grand  nombie  de  ces  levures  industrielles. 
Dune  maniere  generale,    on   ne   les  a  examinees  qu'au  point  de 
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vue,  purement  pratique,  de  la  maniere  dont  elles  se  comportent 
en  brasserie,  et  ce  n'est  qu'exceptionnellement  que  les  resultats 
ont  ete  publies.  Comme  nous  I'avons  vu  plus  haut,  ce  sont  les 
deux  levures  basses  de  Carlsberg  qui  furent  decrites  les  premieres. 

Les  deux  especes  precitees  de  Saaz  et  de  Frohberg  furent 
cultivees  a  I'etat  de  purete  par  P.  Lindner.  Comme  nous  I'avons 
dit,  il  decrivit  leurs  colonies  gigantesques  et  en  donna  des  figures; 
il  entreprit,  en  outre,  des  recherches  sur  leur  attenuation  et  leur 
action  chimique.  Ces  recherches,  d'ordre  chimique  et  zymotech- 
nique,  furent  continuees  par  D  e  1  b  r  u c  k  (Wochenschr.  f.  Brauerei  7, 
636  (1890),  Reinke  {ibid.S,  809(1891)),  et  surtout  par  Irmisch 
{ibid.  8,   1 135   (1891)). 

En  1895,  Will  commenc-a  dans  la  »Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw.« 
(1895  a  1905),  la  publication  d'une  serie  de  recherches  approfon- 
dies  et  tres  detaillees  sur  quatre  especes  de  levure  basse  de 
brasserie. 

Concernant  la  levure  de  Logos  precedemment  mentionnee, 
elle  fut  decrite  par  Van  Laer  et  Denamur  (Moniteur  scienti- 
fique  1895,  I"""  juillet)  comme  une  levure  basse  dont  les  cellules, 
€n  forme  de  boudin,  se  mettent  en  grumeaux  et  ne  se  repandent 
pas  dans  la  biere.  Par  consequent,  elle  pent  etre  rangee  parmi 
les  » levures  caseeuses  .  Comme  je  I'ai  demontre  dans  une  etude 
publiee  en  1886,  ce  phenomene  n'apparait  chez  certaines  especes 
que  dans  des  conditions  de  culture  toutes  particulieres,  tandis 
que  chez  d'autres  c'est  plutot,  a  notre  connaissance,  I'etat  normal. 
La  levure  de  Logos  est  du  nombre  de  ces  dernieres  especes. 
Elle  fait  fermenter  une  encore  plus  grande  partie  de  I'extrait  du 
mout  que  la  levure  de  Frohberg. 

Recemment,  Schonfeld  et  Rommel  ont  donne,  dans  la 
»Wochenschr.  f.  Brauerei«  23,  523  (1906),  une  description  detaillee 
de  deux  levures  basses,  D  et  K,  fournies  a  ses  membres  par  la 
Station  de  Berlin.  Les  auteurs  montrent  comment  ces  deux 
especes  se  comportent,  au  double  point  de  vue  morphologique 
€t  physiologique,  dans  des  conditions  de  culture  varices;  mais  ils 
donnent  surtout  des  renseignements  tres  detailles  sur  le  travail 
accompli  par  les  deux  levures  en  brasserie. 

Somme  toute,  eu  egard  a  la  grande  importance  pratique  des 
levures  basses  de  brasserie,  il  faut  reconnaitre  que  c'est  relative- 
ment  peu  de  chose,  ce  qui  a  ete  accompli  jusqu'a  ce  jour  en 
vue  de  leur  examen  et  de  leur  description  systematique.     II  >'  a 
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bien  d'autres  Saccharomycetes  qui,  a  cet  egard,  ont  mieux  captive 
I'attention  des  chercheurs  et  ont  fait  I'objet  d'un  grand  non:ibre 
de  communications.  Parmi  ces  dernieres,  il  y  en  a  qui  ont  une 
reelle  valeur;  la  plupart  de  ces  travaux  cependant,  font  plutot 
I'effet  d'a\oir  ete  faits  a  la  hate.  Beaucoup  d'entre  eux  ne  con- 
tiennent  qu'une  description  de  colonies  gigantesques  et  de  I'aspect 
microscopique  que  presentent,  a  la  temperature  ordinaire  d'un 
appartement,  les  vegetations  de  cultures  en  mout.  Mais  pour 
satisfaire  aux  exigences  faites  de  nos  jours,  il  est  indispensable 
que  toute  description  se  rapportant  a  des  Saccharomycetes  ait 
pour  base  un  examen  experimental  au  double  point  de  vue 
morphologique  et  physiologique.  Envisagees  de  cette  fagon,  les 
recherches  ne  sont  certes  pas  faciles  et  demandent  beaucoup  de 
temps;  mais,  en  revanche,  non  seulement  elles  nous  aideront  a 
penetrer  les  multiples  combinaisons  de  la  classification,  mais 
elles  contribueront  aussi  a  I'avancement  de  la  biologic,  de  la 
zymotechnologie  et  de  la  chimie  des  fermentations. 

Avril  igo8.  , 
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QUELQUES  REMARQUES  SUR  LE 

PROCEDE  DE  BANG  POUR  LE  DOSAGE 

DU  SUCRE. 

PAR 

H.  JESSEN-HANSEN. 


II  y  a  deux  ans,  M.  Ivar  Bang  a  rendu  public^)  un  precede 
pour  le  dosage  du  glucose,  ou  plutot  des  sucres  reducteurs 
en  general,  procede  au  sujet  duquel  j'ai  eu  I'occasion  de  faire 
quelques  experiences  qui,  je  crois,  presentent  un  certain  interet 
et  qui  font  I'objet  du  present  memoire. 

Pour  faciliter  la  comprehension  de  ce  qui  va  suivre,  je  crois 
utile  de  donner  un  resume  du  procede  indique  par  Bang:  On 
fait  bouillir  sur  une  toile  metallique,  pendant  trois  minutes,  lo 
centimetres  cubes  du  liquide  a  analyser  avec  50  cc.  dune  solu- 
tion cuivrique  de  Soldaini  additionnee  de  thiocyanate  de  po- 
tassium, et  apres  refroidissement,  on  fait  le  titrage  de  I'exces  de 
sel  cuivrique  au  mojen  d'une  solution  de  sel  hydroxylaminique 
egalement  additionnee  de  thiocyanate  potassique ;  comme  indica- 
teur,  on  utilise  la  disparition  de  la  couleur  bleue.  L'addition 
de  thiocyanate  de  potassium  a  pour  efifet  que  loxydule  de 
cuivre  reste  en  dissolution,  de  sorte  que,  I'operation  terminee, 
on  est  en  presence  d'un  liquide  incolore  et  limpide. 

En  preparant  les  deux  solutions,  on  s'arrange  de  maniere  a 
ce  que  50  cc.  de  la  solution  cuivrique  soient  decolores  par  50  cc. 
de  la  solution  d'hydroxylamine  et,  dans  un  tableau,  Bang  indique 
le  nombre  de  centimetres  cubes  de  solution  hydroxylaminique 
qui  suffisent  a  decolorer  50  cc.  de  la  solution  cuivrique  apres 
ebullition    avec   des   quantites    de    glucose    allant    de   i   a  60  mgr. 


^)  Bioch.  Zeitschr.  2,  271,   (1906). 
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La  reaction  qui  a  lieu  au  cours  de  la  decoloration,  peut  s'ex- 
primer,  d'apres  les  experiences  de  Bang,  par  le  schema  suivant, 
ou  a  peu  pres : 

10  CuO  +  8H3  NO  =  5  Cuo  O  +  No  O  +  3  N,  +  12  Ho  O. 

Pour  preparer  la  solution  de  cuivre,  Bang  procede  de  la 
maniere  suivante:  Apres  dissolution  de  12?'', 5  de  sulfate  cuivrique 
pur  cristallise  dans  environ  75  cc.  d'eau,  puis  refroidissement 
jusqu'a  15  ^C,  on  verse,  en  agitant  bien,  le  produit  dans  une 
solution,  maintenue  a  la  temperature  ambiante,  de  250S'^,o  de 
de  carbonate  potassique,  200 §"^,0  de  thiocyanate  potassique  et 
502""^  de  bicarbonate  potassique  dans  600  cc.  d'eau  et,  finalement, 
on  complete  a  i  1.  avec  de  I'eau.  II  taut  avoir  soin  de  ne  pas 
depasser  les  limites  de  temperature  indiquees. 

En  ce  qui  concerne  la  preparation  de  la  solution  d'hy- 
droxylamine,  on  fait,  selon  Bang,  dissoudre  dans  de  I'eau 
6s'',55  de  sulfate  d'hydroxylamine,  et  Ton  ajoute  cette  solution  a 
200S^,0  de  thiocyanate  potassique  en  solution  dans  environ  1500CC. 
d'eau ;  enfin,  on  complete  a  2  1.  avec  de  I'eau. 

Comme  on  le  voit,  ce  procede  se  distingue  par  une  extreme 
simplicite,  au  point  que,  si  sa  precision  egale  sa  simplicite,  on 
ne  saurait  s'en  imaginer  un  meilleur.  Aussi,  mes  experiences 
ont-elles  eu  pour  but  d'en  verifier  le  degre  de  precision.  Comme 
on  le  verra  dans  la  suite,  j'ai  constate,  qu'en  general,  le  procede 
presente  une  exactitude  suffisante,  surtout  si  certains  points  sont 
amenes  a  une  precision  plus  etroite. 

La  premiere  chose  a  faire,  quand  on  veut  appli([uer  le  pro- 
cede  preconise  par  Bang,  c'est  evidemment  de  preparer  les 
deux  solutions  de  maniere  a  ce  que  leurs  titres  soient  egaux. 
Cest  ici  que  je  me  suis  heurte  a  une  difficulte  inattendue.  En 
effet,  lorsque  j'ai  prepare  les  solutions  pour  la  premiere  fois,  elles 
se  trouvaient  etre  parfaitement  d'accord,  conformement  a  I'indi- 
cation  de  Bang;  mais  lorsque,  plus  tard,  je  voulus  preparer  une 
nouvelle  solution  de  cuivre,  je  n'y  parvins  pas  de  longtemps, 
bien  que  j'aie  cru  me  conformer  scrupuleusement  aux  prescrip- 
tions de  Bang.  Au  lieu  d'une  solution  cuivrique  suspectible 
d'etre  decolor^e  par  un  egal  volume  de  la  solution  d'hydroxyla- 
mine, j  en  obtenais  toujours  une  qui,  pour  la  decoloration  de 
50  cc,  n'exigeait  pas  50  cc.  d'hydroxylamine,  mais  le  plus  sou- 
vent  seulement  45  cc,  une  seule  fois  46,  et  une  autre  fois  48  cc; 
il    ne    inr    tut    plus    possible    de    pousser    jusqu'a  50  cc.      I'-iifin  je 

«5* 
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trouvai  la  cause  de  cet  ecart  dans  ce  fait  que,  au  lieu  de  peser 
I2S'',5  de  sulfate  de  cuivre  cristallise  et  de  les  dissoudre  dans  la 
quantite  prescrite  (75  cc.)  d'eau,  j'avais  verse  dans  la  solution 
des  sels  potassiques  une  quantite  equivalente  —  54e'^,34  —  d'une 
solution  de  sulfate  de  cuivre  que,  par  hasard,  j'avais  a  ma 
disposition;  au  debut,  il  ne  m'etait  point  venu  a  I'idee  que  cette 
difference  de  concentration  de  la  solution  cuivrique  put  tirer  a 
consequence.  En  fin  de  compte,  cependant,  je  me  suis  trouve 
oblige  de  chercher  la  cause  des  divergences  indiquees  dans  le 
fait  que  je  viens  de  signaler,  et  I'essai  que  je  vais  relater,  et  que 
j'ai  repete  a  plusieurs  reprises,  a  prouve  suffisamment  que  c'est 
bien  la  qu'elle  reside: 

Je  melangeai  intimement  SOOS-^jO  de  thiocyanate  potassique, 
375  grp  de  carbonate  potassique  et  75=SO  de  bicarbonate  potas- 
sique, et  j'ajoutai  900  cc.  d'eau  a  20°.  Lorsqu'on  eut  ajoute 
les  premiers  500  cc,  la  temperature  s'eleva  a  35^  par  suite  de 
I'hydratation  du  carbonate  de  potassium;  mais,  apres  addition 
des  400  cc.  suivants,  elle  s'abaissa  jusqu'a  17°,  grace  a  la  cha- 
leur  absorbee  par  le  thiocyanate  potassique  entrant  en  dissolution. 
Afin  de  parfaire  la  dissolution  du  bicarbonate,  je  chauffai  au 
bain-marie,  en  agitant,  jusqu'a  40°;  puis,  la  dissolution  achevee, 
je  fis  immediatement  refroidir  a  nouveau  jusqu'a  17°.  La  liqueur 
qui,  abstraction  faite  de  quelques  impuretes  provenant  des  sels 
potassiques,  etait  parfaitement  limpide,  fut  divisee  en  trois  parties 
de  poids  egal. 

En  meme  temps  on  pesa  trois  fois  6^^,25  de  sulfate  cuivrique 
cristallise    et  Ton  fit  dissoudre  chaque  portion  dans  une  quantite 
differente  d'eau,  a  savoir: 
I  "  dans  70  cc. 

2^  dans  37'^'',5,  conformement  a  I'indication  de  Bang, 
3^  dans  20  cc. 
Apres  avoir  refroidi  jusqu'a  13''  ces  trois  solutions  de  sul- 
fate de  cuivre,  on  versa  chacune  d'elle,  lentement  et  en  agi- 
tant bien,  dans  une  portion  de  la  solution  des  sels  potassiques, 
en  s'arrangeant  de  maniere  a  faire  rentrer  en  dissolution  la  plus 
grande  partie  du  precipite  momentane,  avant  d'operer  une  nou- 
velle  addition.  La  seule  difference  qu'on  a  pu  observer  en  operant 
le  melange,  c'est  que  dans  la  liqueur  indiquee  sous  n^  3",  le  pre- 
cipite momentane  presentait  une  teinte  plus  foncee  et  etait  plus 
lent  a  rentrer  en  dissolution  que  dans  celle  en  2'^,  tandis  que  dans 
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celle-ci  il  etait  un  peu  plus  tonce  qu'en  n^  i  °.  Aussitot  apres 
avoir  opere  le  melange,  on  completa  le  volume  de  chaque  por- 
tion jusqu'a  500  cc,  et  apres  avoir  laisse  reposer  jusqu'au  lende- 
main,  on  trouva  dans  tous  les  trois  ballons  un  peu  de  depot 
blanc,  probablement  forme  de  bicarbonate  potassique.  On  I'eli- 
mina  en  filtrant,  conformement  a  la  prescription  de  Bang,  et 
Ton  determina  le  titre  des  trois  solutions  par  rapport  a  celle 
d'hydroxylamine.     II  s'est  trouve  que  50  cc.  de 

la  solution   i*'  ont  ete  decolores  par  50^'^,5 

—  2^     -       -  —  -     50«o 

—  30     -       -  —  -     40«o 
de  solution  d'hydroxylamine. 

En  ce  qui  concerne  la  cause  de  cette  divergence  singuliere, 
elle  nest  pas  facile  a  indiquer.  M.  Bang,  a  qui  j'ai  fait  part 
de  mes  resultats  et  qui  en  a  confirme  I'exactitude  par  des  expe- 
riences personnelles,  est  d'avis  que  les  ecarts  tiennent  a  une  re- 
duction differente  de  la  solution  cuivrique,  au  moyen  de  la  solu- 
tion potassique;  ce  qui  plaide  en  faveur  de  cette  hypothese,  c'est 
qu'en  diluant  avec  50  cc.  d'eau  10  cc.  de  chacune  des  trois  liqueurs 
ci-dessus  mentionnees,  on  voit  aussitot  se  deposer  dans  le  n°  3* 
un  precipite  blanc  a  grains  fins  et  presentant  tout-a-fait  I'aspect 
du  rhodanure  cuivreux,  tandis  que  les  n"^  1^  et  2°  demeurent 
limpides.  Cependant,  en  ajoutant  encore  30  cc.  d'eau  a  chaque 
echantillon,  on  constate  dans  tous  les  trois  I'apparition  d'un  pre- 
cipite floconneux,  verdatre  et  dont  I'apparence  rappelle  plutot 
celle,  par  exemple,  du  carbonate  cuivrique  basique.  Je  n'ai  pas 
eu  le  loisir  d'approfondir  cette  question. 

II  ressort  de  ce  que  je  viens  de  dire  que,  dans  la  prepara- 
tion de  la  solution  cuivrique,  il  est  absolument  necessaire,  non 
seulement,  comme  I'indique  M.  Bang,  d'observer  les  limites  de 
temperature,  mais  aussi  de  veiller  a  ce  que  les  liquides  a  melanger 
soient  precisement  de  la  concentration  prescrite,  d'autant  plus  que 
la  solution  une  fois  preparee  n'est  pas  susceptible  d'une  correction. 

La  fixation  des  titres  reciproques  des  deux  solutions  — 
designees  brievement  dans  la  suite  comme  la  solution  blanche  et 
la  solution  bleue  —  se  fait  en  ajoutant  10  cc.  d'eau  a  50  cc.  de 
la  solution  bleue  afin  d'operer  sur  le  meme  volume  que  dans  le 
dosage  du  sucre,  puis  en  y  versant,  a  I'aide  dune  burette,  la 
solution  blanche  aussi  vite  que  possible  et  en  agitant  continu- 
ellement,    jusqu'a    complete    disparition    de    la    coloration    bleue. 
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La  Vitesse  de  recoulement  n'est  pas  sans   importance,  ainsi 
que  le  montreront  les  essais  qui  vont  suivre  : 

I  *'  50  cc.  de  la  solution  bleue  ont  exige,  pour  etre  decolores, 
48 ",8    de    la   solution    blanche,    I'ecoulement    ayant    lieu 
avec  une  vitesse   uniforme  de  5  cc.  en    15   secondes; 
2°  quand  la  vitesse  etait  de    10  cc.  en    15  secondes,  il  a  fallu 

49^*^,7  de  la  solution  blanche; 
3°  quand  la  vitesse  etait  de   15  cc.  en   15   secondes,  on  a  du 
verser  50^,0  de  la  solution  blanche  pour  faire  disparaitre 
la  coloration,  et 
4°  si  la  vitesse  etait  de  30  cc.  en   15  secondes,  50  cc.  de  la 
solution    bleue    ont   exige    50=*^, 5    de    la   solution    blanche 
pour  etre  completement  decolores. 
La  vitesse  ordinaire  est  d'environ  20  cc.  en   15   secondes. 
De    meme,    la   temperature    a   laquelle    le    titrage    s'opere, 
n'est   pas   sans    consequence.     Cest  ce  que  feront  voir  les  essais 
ci-apres: 

Avec    une    vitesse   d'ecoulement    de    10  cc.    en    15   secondes, 
50  cc.   de  la  solution  bleue  ont  demande  pour  etre  decolores: 
5°  quand  la  temperature  de  la  solution  au  debut  du  titrage 

etait  de  32^:  48 ",o; 
6*^  quand  elle  etait  de   18^,5   (temperature  ordinaire  du  labo- 

ratoire):   49 ''S/,  et 
7*^  a  une  temperature  initiate  de  8*^:  50'="=, 5. 
La  temperature    de   la   solution    blanche  etait  la  meme   dans 
tous  les  trois  essais,  a  savoir   18^,5. 

Ainsi    que   Bang   lui-meme    le    fait   remarquer,    le    volume 

exerce  egalement  une  certaine  influence,  dont  il  faut  tenir  compter 

S**  50  cc.  de  la  solution  bleue  -f  locc.  d'eau  ont  exige  50  cc. 

de  la  solution  blanche,  alors  que 
9**  sans  addition  d'eau  ils  ont  ete  decolores  par  49",3. 
En  ce  qui  concerne  la  fixation  du  titre  des  deux  solutions, 
j'ajouterai  encore  que  je  n'ai  pas  reussi,  par  addition  de  0'='=,i, 
a  reconnaitre  exactement  le  point  terminal  du  titrage;  il  m'a 
toujours  fallu  verser  0="^,25,  ou  bien  4  ou  5  gouttes,  pour  pouvoir 
observer  avec  siirete  le  point  de  disparition  de  la  teinte  bleuatre. 
A  I'analyse,  il  n'est  pas  de  meme:  la  presence  de  sucre  oxyd6 
dans  la  liqueur  en  fera  varier  la  teinte  de  maniere  a  rendre  plus 
distinct  le  virage,  qui  devient  alors  ordinairement  perceptible  si 
Ton  ajoute  2  gouttes  ou  o=<=, i. 
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Sans  doute,  la  fixation  du  titre  des  solutions  devrait  etre 
efTectuee  comme  un  essai  a  blanc,  c'est-a-dire,  il  faudrait  chauffer 
jusqu'a  ebullition  sur  la  toile  metallique,  pendant  3  minutes, 
50  cc.  de  la  solution  bleue  +  10  cc.  d'eau,  maintenir  I'ebullition 
pendant  3  minutes  encore,  puis  refroidir  rapidement  a  la  tempe- 
rature ambiante,  et  c'est  seulement  alors  qu'il  faudrait  proceder 
a  la  titration  au  moyen  de  la  solution  blanche,  parce  que  I'ebul- 
lition determine  une  consommation  en  moins  de  la  solution 
blanche,  abaissement  du  a  la  diminution  que  subit  le  volume 
par  suite  de  I'evaporation,  comme  le  feront  voir  les  experiences 
suivantes  (comparez  aussi  les  experiences  8^  et  9",  page  222): 
i"  50  cc.  de  la  solution  bleue  4-  10  cc.  d'eau  ont  exige  pour 

leur  decoloration   50  cc.  de  la  solution  blanche. 
2^  50  cc.  de  la  solution  bleue  +  10  cc.  d'eau  portes  a  I'ebul- 
lition   en    chauffant   pendant   3'  30",    ebullition   continuee 
pendant  5',  ont  exige,  apres  refroidissement,  49",5  de  la 
solution    blanche.     L'operation   terminee,    le  volume  total 
n'etait    cependant    pas    de    I09C'^^,5,    mais    seulement    de 
lOi'=<^,5,  de  sorte  que  8  cc.  d'eau  se  sont  evapores. 
3°  Comme   precedemment;    seulement,    apres   le   refroidisse- 
ment  on    a  verse   8  cc.    d'eau    avant  de  titrer.     II  a  fallu 
50  cc.  de  la  solution  blanche. 
Cependant,    comme    I'evaporation    pent    varier    suivant    que 
i'ebullition    a    ete    plus    ou    moins    vive,    il    m'a   paru    preferable 
d'operer   la   fixation    du    titre    de    la   maniere    decrite   plus    haut, 
pourvu,    bien   entendu,    que    la   fixation    sur  laquelle  les  tableaux 
sont  bases,  ait  ete  effectuee  de  la  meme  fagon,  en  d'autres  terme.s, 
que  le  zero  du  tableau  corresponde  a  une  consommation  un  pen 
inferieure  a  50  cc. 

Au  sujet  de  la  maniere  dont  Bang  a  precede  pour  effec- 
tuer  la  fixation  servant  de  base  a  son  tableau,  il  ne  donne  au- 
cune  indication,  ni  dans  son  memoire  cite  au  debut  des  presentes 
remarques,  ni  dans  son  tableau  post^rieur^).  Je  suis  cepen- 
dant porte  a  croire  que,  pareillement  a  ce  que  j'ai  fait  moimeme, 
il  a  opere  la  fixation  sans  ebullition  prealable  de  la  solution 
bleue,  et  sans  tenir  compte  des  deplacements  du  zero  auxquels 
cette  ebullition  donne  lieu;  ce  n'est  que  dans  cette  supposition, 
que  les  solutions  pr^parees  d'apres  ses  indications,  concordent 
exactement  entre  elles, 

')  Methode   <lcr  /uckerljcsliiTimunt,r.      Lihrairc  cdiicur  J.  Sprinijcr,    1908. 


224 

11  ressort  de  ce  que  nous  venons  de  dire,  qu'une  modifica- 
tion des  conditions  dans  lesquelles  on  se  place,  determinera  force- 
ment  une  difference  assez  importante  dans  les  resultats.  Du  reste, 
il  fallait  bien  s'y  attendre,  vu  qu'au  cours  d'une  reaction  telle 
que  celle  exprimee  par  I'equation 

10  CuO  -f  8  NH3O  =  5  CuoO  +  12  H2O  +  NoO  +  3  N2 

la  proportion  de  I'oxyde  nitreux  a  I'azote  libre  est  evidemment 
susceptible  de  varier  avec  les  conditions  d'experience.  D'un 
autre  cdt6,  les  variations  introduites  dans  les  resultats  en  modi- 
fiant  les  conditions,  ne  sont  pas  assez  considerables  pour  rendre 
la  methode  inutilisable;  seulement  il  est  indispensable  de  tenir 
compte  de  ce  fait,  qu'elle  peut  donner  lieu  a  des  variations  du 
genre  signale. 

Si  maintenant  nous  passons  a  la  consideration  du  tableau 
etabli  par  Bang,  on  ne  peut  pas  eviter  de  remarquer  que  le 
principe  qu'il  a  adopte,  n'est  pas  bien  choisi.  En  effet,  le  tableau 
indique  la  quantite  de  sucre  presente  lorsqu'un  nombre  deter- 
mine de  centimetres  cubes  de  la  solution  blanche  est  exige  pour 
decolorer  les  50  cc.  de  la  solution  bleue  apres  ebullition  en  pre- 
sence de  la  solution  sucree.  En  d'autres  termes,  le  tableau 
donne  /e  reste  des  50  cc.  du  sel  cuivrique  qui  n'a  pas  ete  reduit 
par  le  sucre,  ce  qui  entraine  necessairement  une  accumulation 
d'erreurs  diverses  et,  en  tout  cas,  implique  que  les  deux  solu- 
tions doivent  etre  «justes».  c'est-a-dire,  qu'il  ne  suffit  pas  qu'elles 
concordent  exactement  entre  elles,  mais  qu'il  faut  qu'elles  soient 
aussi  d'accord  avec  celles  employees  par  Bang  dans  I'elaboration 
de  son  tableau. 

11  efit  ete  plus  conforme  au  but,  si  le  tableau  avait  donne 
la  quantite  de  solution  blanche  equivalente  a  la  quantite  de  sucre 
en  jeu,  autrement  dit,  si  le  tableau  avait  indique  la  difference 
entre  la  quantite  de  solution  blanche  exigee  pour  decolorer 
50  cc.  de  solution  bleue  additionnee  de  sucre  et  celle  employee 
pour  la  decoloration  sans  addition  de  sucre.  En  utilisant  dans 
ce  cas  des  solutions  pas  tout  a  fait  «justes»,  on  arriverait  a  des 
resultats  se  rapprochant  plus  de  la  realite  que  cela  n'est  pos- 
sible en  se  servant  du  tableau  dans  sa  forme  actuelle.  Pour  plus 
de  clarte,   citons  un  exemple: 

50  cc.  d'une  solution  bleue,  qui  etaient  decolores  par  43 ",5 
de  la  solution  blanche,  en  ont  demande  2cc,6  apres  ebullition  avec 
50  mgr.    de    glucose.      Le    tableau    indique    que    la    quantite    de 
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Sucre  y  conespondant  est  de  56"^g^i,  de  sorte  que  I'erreur  s'eleve 
a  6'"g^i.  Par  centre,  si  Ton  cherche  dans  le  tableau  la  quantite 
de  Sucre  equivalente  a  la  difference  43 ",5  -^  2'"',6  =  40 '''=,9, 
quantite  que  Ton  trouve  dans  le  tableau  sous  9,1  (=  50-4-40,9),. 
celle-ci  est  de  44'"g'',6  et,  par  suite,  I'erreur  n'atteint  que  5™sr^4- 
Lorsque  la  dose  de  sucre  est  moindre  et,  par  consequent,  I'exces 
de  sel  cuivrique  plus  fort,  les  resultats  seront  d'une  fa^on  encore 
plus  marquee  en  faveur  de  mon  calcul:  50  cc.  de  la  solution  bleue 
susmentionnee  bouillis  en  presence  de  25  mgr.  de  glucose,  ont 
ete  decolores  par  19^,6  de  la  solution  blanche.  Le  tableau 
indique  la  valeur  correspondante  comme  etant  egale  a  30'"§S9 
de  glucose  (erreur  S"'^',9)>  ^lo^s  que  d'apres  I'autre  mode  de  cal- 
cul on  trouve  22  ""§^,8  (I'erreur  n'est  ainsi  que  de  2 '"§■^,2).  Sans 
doute,  personne  ne  s'aviserait  de  faire  usage  d'une  solution 
cuivrique  d'un  pareil  titre;  mais  si  elle  a  ete  ainsi  choisie,  c'est 
simplement  afin  de  faire  ressortir  les  resultats. 

Cependant,  si  Ton  dispose  de  deux  solutions  «justes»,  on 
pourra  bien  se  servir  du  tableau  etabli  par  Bang.  Les  essais 
de  controle  effectues  par  moi  ont  donne  des  valeurs  qui  ne  con- 
cordent  pas  moins  bien  avec  le  tableau  qu'elle  ne  le  font  entre 
elles.     C'est  ce  qui  ressort  des  chiffres  ci-apres: 

Milligrammes  de  La  titration  en  retour  a  exige 

glucose  centimetres   cubes  de  solution  blanche : 

Dans  les  essais  de  J.-H.     D'apres  le  tableau  de  B. 

5°  1 5.3-5.3-5.6)  '-^ 

(23.7  — 23.1— 23.6  I 

25  24.1 

(23.9—24.0  ) 

5  43-8  43-85 

I  48.0—48.1  48.9 

Quant  a  la  grande  difference  centesimale  entre  la  valeur 
trouvee  par  Bang  et  celle  obtenue  par  moi  pour  i  mgr.  de 
glucose,  elle  provient  vraisemblablement  du  deplacement  du  zero 
mentionne  a  la  p.  224,  parce  que,  a  ce  qu'il  parait,  Bang  a 
extrapole  de  ses  experiences^*)  sur  5  mgr.  de  glucose  la  derniere 
partie  de  son  tableau.  Du  reste,  on  le  voit,  la  concordance 
de  mes  essais  sur  les  memes  quantites  de  sucre,   est  moins  par- 

')  loc.   cit.  p.  286. 
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faite  que  celle  obtenue  par  Bang,  sans  qu'il  me  soit  possible 
den  fournir  une  explication  en  dehors  de  celle  qui  se  laisse 
deduire  de  ce  qui  vient  d'etre  expose. 

Pour  terminer,  je  vais  resumer,  comme  suit,  mon  apprecia- 
tion sur  le  precede: 

Ce  procede  est  de  beau  coup  le  plus  commode  que 
je  connaisse,  et,  pourvu  qu'on  prepare  les  solutions  en 
se  conformant  strictement  aux  indications  donnees 
par  Bang  et  qu'en  ef feet u ant  I'analyse  on  procede 
to u jours  exactement  de  la  meme  maniere,  on  pent 
etre  siir  d'obtenir  un  degre  de  precision  suffisant 
dans  la  plupart  des  cas,  et  surtout  lorsqu'il  s'agit  <ie 
recherches  comparatives.  Le  procede  meriterait  done  une 
elaboration  ulterieure  en  vue  d'en  rendre  possible  I'emploi  pour 
le  dosage  d'autres  sucres  reducteurs.  Mais  s'il  s'agit  d'obtenir 
le  plus  haut  degre  d'exactitude,  il  faut,  a  mon  avis,  reconnaitre, 
<jue  la  modification  du  dosage  gravimetrique  elaboree  par  J. 
Kjeldahl  est  la  seule  a  laquelle  on  puisse  avoir  recours. 

Avril  igo8. 


SUR  LE  DOSAGE  DU  GLUCOSE  URINAIRE.^) 


PAR 

A.  C.  ANDERSEN. 


Environ  six  mois  apres  que  H.  Jessen-Hansen  avait  termine 
le  travail  precedent^),  j'entrepris  quelques  experiences  en  vue 
de  rechercher  si  la  methode  indiquee  par  I.  Bang  pour  le  dosage 
des  sucres  reducteurs^)  pouvait  s'appliquer  au  dosage  du  glucose 
dans  les  urines.  Pendant  que  j'etais  occupe  a  faire  ces  experien- 
ces, Casimir  Funk  publia  un  memoire^)  dans  lequel  il  pretend 
que  le  procede  de  Bang  est  moins  recommandable  pour  I'analyse 
des  urines,  parce  qu'il  donne  des  valeurs  trop  elevees  pour  leur 
teneur  en  glucose;  par  contre,  il  affirme  qu'une  autre  methode, 
imaginee  par  Bertrand^),  fournit  des  resultats  qui  concordent 
bien  exactement  avec  ceux  obtenus  au  moyen  du  polarimetre. 
D'apres  le  procede  de  Bert  rand,  on  fait  bouillir,  pendant  trois 
minutes,  la  solution  sucree  a  analyser  en  presence  dun  exces  de 
liqueur  de  Fehling,  et  ensuite,  apres  avoir  separe  par  filtration 
I'oxyde  cuivreux  qui  s'est  precipite,  on  le  lave  a  refus  et  le  fait 
dissoudre  dans  une  solution  sulfurique  de  sulfate  ferrique,  ce  qui 
donne  lieu  a  la  reaction  suivante : 

Cu20  +  Fe,  (504)3 +  H2S04=-2CuS04  +  2FeS04  +  H2  O. 
On  fait  le  dosage  du  sulfate  ferreux  forme,  en  titrant  a  I'aide  du 
permanganate    potassique,    et   Ton    calcule    la    quantite  de  cuivre 
precipite  a  I'etat  d'oxyde  cuivreux;    la  quantite  de  sucre  corres- 
pondant  au  cuivre,    se  trouve  dans  un   tableau  elabore  par  Ber- 


^)  Ce  travail  a  cte  execute  en  partie  au  Laboratoire  de  Carlsberg,  en  parlie  clans 

le  Laboratoire  de  physiologic  de  I'Universite  de  Copenhaguc. 
'')  Comptes-rendus  des  travau.x  du  Laboratoire  de  Carlsberg  7,   218  (1908). 
')  Biocheni.   Zeitschr.  2,   271   (1906). 
*)  Zeitschr.   f.  physiol.  Chemie  56,   507  (1908). 
*)   Hull,   (le   la  Soc.   chim.   de   I'aris  35,    12S5   (1906). 
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trand.  En  ce  qui  concerne  la  raison  pour  laquelle,  par  opposi- 
tion a  la  methode  de  Bertrand,  celle  de  Bang  donne  des  re- 
sultats  trop  eleves  au  dosage  du  glucose  urinaire,  elle  reside, 
d'apres  Funk,  dans  ce  fait  que,  suivant  la  methode  de  Bang,  on 
arrive  a  determiner  la  somme  de  toutes  les  substances  reductrices 
existant  dans  1' urine  (acide  urique,  creatinine,  etc.),  erreur  que  Ton 
eviterait  en  utilisant  le  procede  de  Bertrand,  parce  que,  au 
dire  de  Funk,  si  lesdites  substances  reduisent  la  liqueur  de 
Fehling,  I'oxyde  cuivreux  qui  prend  naissance  au  cours  de  cette 
reduction,  reste  le  plus  souvent  en  solution.  Conformement  a  cela, 
I'urine  normale  accuse,  selon  Bertrand,  une  teneur  en  glucose 
d'environ  o,i  Vo,  tandis  qu'un  dosage  d'apres  Bang  donne  0,2  a 
0,4  °'o;  dans  les  cas  de  maladie  (acces  de  fievre,  par  exemple), 
cette  teneur  pourrait  meme,  d'apres  Funk,  s'elever  aO,6aO,8Vo, 
sans  qu'il  n'y  ait  reellement  de  sucre  dans  I'urine  consideree. 

Ouoi  qu'il  en  soit,  la  methode  de  Bertrand  ne  me  semble 
pas  presenter  des  avantages  appreciables  sur  celles  deja  connues; 
car,  une  fois  que  Ion  a  fait  bouillir  une  solution  sucree  avec  de 
la  liqueur  de  Fehling  et  qu'on  a  separe  et  lave  I'oxyde  cuivreux, 
on  peut  tout  aussi  facilement  en  faire  le  dosage  en  portant  au 
rouge  dans  un  courant  d'hydrogene  et  en  pesant  le  cuivre  forme ^) 
qu'on  le  fait  en  titrant  de  la  maniere  preconisee  par  Bertrand; 
cette  derniere  me  semble  meaie  etre  moins  recommandable,  etant 
donnee  la  grande  oxydabilite  du  sulfate  ferreux,  laquelle  peut  en 
faire  echapper  une  partie  a  la  titration,  de  sorte-  que  la  valeur 
trouvee  pour  la  teneur  en  sucre  devient  inferieure  a  la  realite. 
Afin  de  se  garantir  d'une  pareille  oxydation,  il  faudrait  filtrer, 
laver  avec  de  I'eau  bouillie  et  titrer  a  I'abri  de  lair,  operations 
qui  rendraient  le  procede  plus  complique  et  plus  difficile  a  exe- 
cuter  que  le  procede  gravimetrique.  Aussi,  pour  verifier  I'exac- 
titude  des  valeurs  trouvees  par  la  methode  de  Bang,  ai-je  pre- 
fere  avoir  recours  a  la  methode  gravimetrique  telle  quelle  a  et6 
modifiee  par  J.  KjeldahP). 

Preparation  des  liqueurs  titrimetriques  de  Bang. 

La  solution  de  cuivre  fut  preparee  d'apres  la  prescription  de 
Bang^),    en   suivant    les  precautions    indiquees   par   H.  Jessen- 


^)  Ces  memes  Comptes-rendus  4,    I   (1895)  et  Zeitschr.  f.  anal.  Chemie  35,  344 

(1896). 
")  Biochem.  Zeitschr.  2,   279  (1906). 


229 

Hansen^).  Toutefois,  afin  d'eviter  de  peser  chaque  fois  le  sul- 
fate cuivrique,  je  preparai  en  une  fois  i  litre  de  solution  aqueuse 
de  sulfate  cuivrique  cristallise,  de  laquelle  le  taux  de  cuivre  fut 
determine  par  voie  d'electrolyse.  De  cette  solution  je  mesurai 
alors  une  quantite  correspondant  a  25  gr.  de  sulfate  cuivrique 
cristallise,  et  j'y  ajoutai  de  I'eau  jusqu'a  un  poids  total  de  175  gr. ; 
ensuite,  je  versai  la  solution  ainsi  obtenue,  lentement  et  en  agi- 
tant  bien,  dans  celle  des  sels  potassiques,  et  enfin,  apres  dilution 
jusqu'a  un  volume  de  2  litres,  puis  repos  jusqu'au  lendemain,  je 
filtrai  le  melange.  De  cette  maniere,  j'ai  prepare  5  portions  de 
solution  cuivrique,  de  2  1.  chacune,  et  dont  j'ai  fixe  le  titre  au 
moyen  d'une  meme  solution  d'hydroxylamine  (voir  p.  231). 

Solution  d'hydroxylamine.  La  preparation  de  sulfate 
d'hydroxylamine,  fournie  par  C.  A.  F.  Kahlbau  m,  a  Berlin,  etait 
de  la  meilleure  qualite. 

2S'",7825  furent  desseches  dans  le  vide  sulfurique  jusqu'a  poids 
constant;  la  perte  d'eau  etait  de  o='^,i055  =  3,79*^/0. 

0='',702i  de  la  matiere  non  sechee  fut  dissous  dans  de  I'eau, 
et  la  solution  completee  jusqu'a  lOO  cc.  Je  fis  le  dosage  de  la 
teneur  en  hydroxylamine  a  I'aide  de  la  liqueur  de  Fehling^). 
Pour  cela,  je  chaufifai  au  bain-marie  bouillant,  pendant  10  minutes, 
50  cc.  de  liqueur  de  Fehling  de  composition  normale,  en  y 
faisant  passer  un  courant  d'hydrogene.  J'ajoutai  alors  lentement 
a  la  liqueur  chaude,  tout  en  maintenant  le  passage  de  I'hydro- 
gene,  40  cc.  de  la  solution  d'hydroxylamine;  apres  chauffage; 
comme  precedemment,  pendant  20  minutes,  puis  essorage  de 
I'oxyde  cuivreux  precipite,  j'ai  lave  a  I'eau  bouillante,  a  I'alcool 
et  a  I'ether,  et  ensuite  j'ai  seche,  porte  au  rouge  dans  un  cou- 
rant d'hydrogene  et  pese,  tout  comme  dans  les  dosages  du  sucre 
par  la  methode  de  Kjeldahl.  En  deux  dosages,  portant  chacun 
sur  40  cc.  de  solution  hydroxylaminique,  j'ai  constate  que  I'oxyde 
cuivreux  depose  contenait  respectivement  o"'',4038  et  05'',4055  de 
cuivre   metallique.     Comme   les  40  cc.  renferment  o?'^,28o8  de  la 


*)  Comptes - rendus    du    Lab.    de  Carlsberg    7,   218  (1908);    Biochcm.   Zeitschr. 

10,  249  (1908). 
'■')  Jul.  Donath:   Verhalten  des  Ilydroxylamins  gegen  alkalische  Kupferlosung. 

Ber.  d.  d.  chein.  Ges.   10,   766  (1877),    et  W.   Meyeringh:    L'eher  einige 

massanannlytische  Methoden  zur  Bestiinmung  des  Hydroxyl.iinins.     Ber.  d.  d. 

chem.   Ges.    10,    1940  (1877). 
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preparation,  et  que  I'hydroxN'lamine  reduit  la  liqueur  deFehling 
d'apres  la  formule : 

4CuO  +  2NH20H  =  2CuoO  +  N,0  +  3H20, 

il  resulte  de  ces  deux  analyses  que  la  preparation  renferme  res- 
pectivement  92,8  et  93,2  °/o  de  sulfate  hydroxylaminique. 

Suivant  la  recette  de  Bang,  j'ai  prepare  alors  deux  portions 
de  solution  d'hydroxylamine,  de  2  1.  chacune,  en  employant, 
toutefois,  au  lieu  des  6'''^,55   de  sulfate  d'hydroxylamine  prescrits 

par  Bang,    la    quantite    correspondante    (6,55  X =  7^>04)  de 

la  preparation  impure  ci-dessus.  D'une  autre  preparation  qui, 
analysee  de  la  meme  maniere,  se  trouvait  contenir  97,85  Vo  de 
sulfate  hydroxylaminique,  j'ai  prepare  une  troisieme  solution,  et 
enfin  je  fis  avec  toutes  les  trois  le  titrage  d'une  meme  solution 
cuivrique. 

Comparaison  des  solutions.  Dans  son  memoire  souvent 
cite.  Bang  indique  que  les  deux  liqueurs  correspondent  I'une 
a  I'autre  de  telle  fagon  que  50  cc.  de  la  solution  de  cuivre  sont 
decolores  par  50  cc.  de  la  solution  d'hydroxylamine,  pourvu  qu'en 
preparant  les  solutions  on  se  soit  conforme  rigoureusement  a  sa 
recette;  cependant.  Bang  ne  donne  pas  de  details  au  sujet  de 
cette  fixation  des  titres,  et  dans  le  petit  tableau  saccharimetrique 
paru  plus  tard^)  il  ne  dit  meme  pas  que  les  solutions  doivent  se 
rapporter  I'une  a  I'autre  de  cette  maniere.  Cependant,  M.  Bang 
a  eu  I'obligeance  de  m'informer,  que  ladite  fixation  qui,  a  elle 
seule,  constitue  la  base  du  tableau,  a  ete  operee  sur  50  cc.  de 
solution  de  cuivre  sans  addition  d'eau  et  sans  ebullition,  et  c'est 
par  consequent  de  cette  maniere  qu'il  faut  efifectuer  la  fixation 
du  titre  afin  d'etre  sur  que  les  solutions  soient  comme  elles  doi- 
vent etre.  La  titration  de  50  cc.  de  solution  cuivrique  au  moyen 
de  chacune  des  solutions  hydroxylaminiques  mentionrtees  plus 
haut,  a  exige 

N°  I :  so'"',2 — SC'^S  de  la  solution  d'hydroxylamine 

-  2:  50",0 — 50=^,2  —  — 

-  3:  49",7— 50^S0  —  — 

Les  trois  solutions  pouvant  etre  considerees  comme  identiques, 
je  les  ai  melangees  ensemble,  et  je  me  suis  servi  de  la  solution 

^)  I. Bang:  Methode  der  Zuckerbestimmung.   Berlin  1908  (Verlag  von  J.  Springer). 
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hydroxylaminique  ainsi  obtenue  pour  toutes  les  titrations  dont  il 
sera  question  dans  la  suite;  pour  mieux  la  conserver,  je  I'ai  gardee 
a  I'abri  de  la  lumiere. 

Comme  je  I'ai  dit  plus  haut,  j'ai  utilise  en  tout,  pour  ces 
recherches,  5  [)ortions  de  solution  de  cuivre,  de  2  1.  chacune. 
J'en  ai  fait  la  comparaison  en  titrant  50  cc.  de  chacune  d'elles 
avec  la  solution  d'hydroxylamine  mentionnee  plus  haut;  ici,  comme 
partout  dans  la  suite,  j'ai  fait  des  essais  en  double.  Voici  les- 
quantites  de  solution  hydroxylaminique  exigees  pour  decolorer 
50  cc.  de  solution  cuivrique: 

Solution  cuivrique  n°  1 :  50''^,0 — 50-':,2. 

—  -  2:  49^<=,4— 49^c^6. 

—  -  3:  49"-S9— 49'S8. 

—  -  4:  50^-S3— SO^SO. 

—  -  5:  49^c^9— 49':c^7. 

Pour  qu'on  puisse  se  rendre  compte  de  I'importance  relative 
de  ces  ecarts,  je  crois  utile  de  faire  les  remarques  suivantes: 
Lorsqu'il  s'agit  de  faire  I'analyse  d'une  solution  de  0,50^0  de 
glucose  —  laquelle,  par  consequent,  renferme  50  mgr.  de  glu- 
cose dans  les  10  cc.  a  titrer  — ,  une  erreur  de  i  cc.  sur  I'une 
des  deux  liqueurs  volumetriques  signifiera  une  erreur  d'environ 
2  mgr.  de  glucose,  de  sorte  que,  au  lieu  de  0^50  *^  0,  on  peut. 
trouver  0,48  ou  0,52%  de  glucose;  quand  la  solution  a  analyser 
ne  contient  que  0,05  ^/o  de  glucose,  la  meme  erreur  equivaudra 
a  une  erreur  de  i  mgr.  de  sucre,  de  sorte  qu'on  peut  trouver 
0,04  ou  0,06%  au  lieu  de  0,05  %  de  glucose.  Pour  les  analyses 
usuelles,  et  surtout  celles  d'urines,  de  pareils  ecarts  n'ont  aucune 
importance. 

II  ressort  de  ces  experiences  que,  si  Ton  observe  les  indi- 
cations donnees,  on  peut  facilement  preparer  des  solutions  de 
cuivre  qui  aient  chaque  fois,  pratiquement  parlant,  la  meme  con- 
centration. On  voit  cependant  par  ce  qui  precede  qu'en  preparant 
les  solutions  d'hydroxylamine,  il  faut  tenir  compte  de  ce  fait,  que 
le  sulfate  hydroxylaminique  du  commerce  n'est  pas  toujours  tout 
a  fait  pur;  les  erreurs  qui  en  decoulent  pourront  etre  tres  con- 
siderables. Si  Ton  compare  les  essais  ci-dessus  relates  avec  I'in- 
dication  de  Bang  que  50  cc.  de  solution  cuivrique  se  rapportent 
a  50  cc.  de  solution  hydroxylaminique,  on  doit  pou\oir  on  tirer 
la  conclusion  que  le  sulfate  hydroxylaminique  employe  par  Hang 
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a  ete  pur.  Cependant  il  ne  ressort  pas  du  memoire  de  Bang 
quil  ait  analyse  sa  preparation  avant  d'en  faire  usage;  en  tout 
cas,  il  ne  mentionne  pas  que  meme  les  meilleures  des  preparations 
commerciales  de  sulfate  d'hydroxylamine  ne  sent  pas  toujours  ce 
qu'on  les  fait  passer  pour  etre  et  que,  par  consequent,  il  est  ab- 
solument  indispensable  de  verifier  le  titre  des  solutions  preparees; 
cette  verification  doit,  cela  va  sans  dire,  etre  operee  de  la  meme 
fa<;on  que  les  fixations  sur  lesquelles  repose  le  tableau  deBang. 
Sans  doute,  il  n'est  pas  necessaire  de  faire  une  analyse  di- 
recte  du  sel  hydroxylaminique  avant  de  s'en  servir:  il  suffit  de 
preparer  la  solution  en  suivant  la  prescription  de  Bang  et,  en- 
suite,  d'en  verifier  le  titre  au  moyen  d'une  titration  sur  50  cc. 
de  solution  cuivrique.  Si  alors  on  constate  que  les  50  cc.  de 
solution  de  cuivre  ne  sont  pas  decolores  par  50  cc,  mais  qu'il 
en  faut  une  quantite  plus  grande,  soit  53",8,  de  solution  hydro- 
xylaminique^), on  peut  tres  bien  faire  usage  de  cette  solution 
pour  le  dosage  de  sucre.  Apres  la  fixation,  on  peut,  en  effet,  ou 
bien  ajouter  encore  une  dose  de  sulfate  hydroxylaminique  de 
maniere  que  la  solution  ait  un  titre  de  50  au  lieu  de  53,8,  ou 
bien  on  peut  employer  la  solution  telle  quelle  et  ensuite,  apres 
chaque  analyse,  calculer  la  quantite  qu'il  aurait  fallu  si  elle  avait 
€u  le  titre  juste,  car  ce  n'est  qu'a  cette  condition  que  le  tableau 
de  Bang  est  utilisable. 

Dosage  de  glucose  en  solution  aqueuse  pure. 

On  a  fait  dissoudre  dans  de  I'eau  ig'^,00  de  glucose  («Kahl- 
baum»),  et  Ton  a  complete  cette  solution  jusqu'a  un  volume  de 
200  cc.  On  a  alors  dose  la  teneur  en  sucre  suivant  la  methode 
de  J.  KjeldahP),  en  employant  pour  chaque  dosage  30  cc.  de 
liqueur  Fehling  et  20  cc.  de  solution  de  sucre.  On  a  fait  trois 
essais  et  trouve  dans  I'oxyde  cuivreux  precipite 

O?"",  1950  de  cuivre  repondant  a  98"'g'',3  de  glucose 
o^Si957         —  —  a  gS'^srj  — 

os'^,1956         —  —  a  98'"e'^,65        — 

10  cc.  de  la  solution  sucree  renferment  done  4  9™^',3  de  glucose. 


^)  C'est  la  quantite  requise  dans  le  cas  d'une  solution  de  la  preparation  prece- 
demment  mentionnee,  si  Ton  n'emploie  pas  7g'',04,  raais  seulement  les  6gr,55 
de  la  prescription. 

■^)  Ces  raemes  Comptes-rendus  4,  i  (1895),  ^^  Zeilschr.  f.  anal.  Chemie  35,  344 
(1896). 
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On  a  alors  soumis  la  meme  solution  de  sucre  a  quatre  ana- 
lyses en  suivant  le  procede  de  B_ang;  chaque  essai  a  porte  sur 
lO  cc,  et  il  a  fallu  les  quantites  suivantes  de  solution  d'hydro- 
xylamine : 

6<=%6  repondant  a  48"sr  7  (jg  glucose 
6'^<^,i  —  a  49'"S'^,6 

6",4         —  a  49™s'^,i  — 

6«  3         —  a  49'"^S3         — 

Moyenne:  49'"§',2  de  glucose. 

I'ai  dilue  avec  de  I'eau  50  cc.  de  la  solution  sucree  jusqu'a 
100  cc;  la  solution  renfermait  alors  24'"sr,65  de  glucose  par  10  cc. 
J'ai  fait  quatre  dosages  suivant  le  procede  de  Bang,  portant 
chacun  sur  10  cc.  Les  titrages  ont  exige  les  quantites  suivantes 
de  solution  hydroxylaminique: 

24",6  repondant  a  24"isr^5   de  glucose 

24'='=, 8         -  a  24'"SS3         — 

24'^S9  —  ^    24'"sr^2  — 

24'^^6         —  a  24'"g',5         — 

Moyenne:    2  4'"S',4  de  glucose. 

Enfin  j'ai  complete  10  cc.  de  la  solution  sucree  jusqu'a 
100  cc,  dont  10  cc.  renfermaient  done  4'"^',93  de  glucose.  En 
titrant  comme  precedemment,   on  a  employe 

44'='^, 4  repondant  a  4"'S'-,6  de  glucose 
44-,8         —  a  4-gS3         — 

44^^^  5         —  a  4'"^'-,5         — 

Moyenne:    4"^^',S   ^e  glucose. 

On  voit  done  que,  si  les  ecarts  entre  les  dosages  titrimetriques 
sont  plus  grands  que  ceux  des  dosages  gravimetriques,  ils  sont 
neanmoins  si  peu  importants  qu'ils  ne  tirent  pas  a  consequence 
dans  la  pratique,  011  Ton  exprime  d'ordinaire  la  teneur  en  sucre 
d'une  solution  en  pourcentage  avec  seulement  deux  decimales. 
En  outre,  la  concordance  des  moyennes  des  dosages  gravime- 
triques avec  celles  des  dosages  titrimetriques  est  si  satisfaisante 
qu'on  pent  considerer  la  methode  comme  donnant  des  resultats 
surs  toutes  les  fo'is  qu'on  a  affaire  a  de  pares  solutions  aqueuses 
de  glucose. 
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Defecation  de  I'urine. 


Lorsqu'il  s'agit  de  closer  le  glucose,  non  plus  dans  une  so- 
lution aqueuse  pure,  mais  dans  de  I'urine,  on  se  heurte  de  suite 
a  cette  difficulte  que  I'urine  renferme  encore,  a  cote  du  glucose, 
d'autres  substances  reductrices.  11  se  pourrait  qu'on  fiit  a  meme 
de  diminuer  la  reduction  naturelle  de  Turine^)  en  la  traitant 
prealablement  par  un  precipitant  convenable.  A  cet  efiet,  j'ai  eu 
recours  a  I'acetate  de  plomb  et  au  nitrate  mercurique. 

L' acetate  de  plomb  est  generalement  usite  pour  la  defe- 
cation des  urines  sacchariferes  ou  autres  liquides  renfermant  du 
Sucre  et  soumis  a  des  recherches  polarimetriques,  tandis  qu'on 
ne  fait  pas  ordinairement  usage  de  ce  sel,  ni  d'aucun  autre  clari- 
fiant,  lorsqu'il  s'agit  d'une  recherche  gravimetrique.  En  employant 
I'acetate  plombique,  j'ai  toujours  precede  comme  suit:  j'ai  secoue, 
pendant  quelques  minutes,  lOO  cc.  d'urine  avec  5  gr.  d'acetate 
plombique  finement  pulverise,  et  ensuite  j'ai  filtre  au  travers  d'un 
filtre  bien  sec;  souvent  —  et  surtout  lorsque  I'urine  renfermait 
du  Sucre  — ,  il  a  fallu  faire  passer  plusieurs  fois  pour  obtenir  une 
liqueur  limpide.  J'ai  toujours  eprouve  une  petite  portion  de  la 
liqueur  filtree,  en  y  ajoutant  encore  de  I'acetate  de  plomb  qui, 
cependant,  s'y  est  toujours  dissous  sans  donner  de  precipitation, 
en  sorte  qu'il  n  a  jamais  ete  necessaire  d'employer  plus  que  les 
5  gr.  ajoutes  en  premier  lieu,  j'ai  examine  la  liqueur  filtree  et 
limpide,  et  par  la  titration  suivant  Bang  et  a  la  I'aide  du  polari- 
metre,  dans  Tun  et  I'autre  cas  sans  enlever  le  plomb  a  la  solu- 
tion; i'admettais  que  le  traitement  que  je  viens  dexposer  n'avait 
pas  change  le  volume  de  Purine.  L'urine  traitee  de  cette  maniere 
avait  toujours  conserve  une  teinte  jaune  qui,  cependant,  n'etait 
pas  assez  forte  pour  empecher  I'examen  au  polarimetre;  dans  un 
seul  cas,  oii  1  urine  renfermait  du  sang,  il  a  fallu  etendre  la  li- 
queur filtree  avec  de  I'eau,  afin  de  pouvoir  efi'ectuer  le  dosage 
polarimetrique.  I'recipitees  par  I'acetate  de  plomb,  les  urines 
exemptes  de  sucre  ont  donne  toujours  un  filtratum  levogyre  (voir 
le  tableau   i,  p.  237). 

Le    nitrate    mercurique    a   ete,    il   y  a  quelques  annees. 


' :  Nous  entendons  par  la  la  reduction  a  laquelle  une  urine  exempte  de  sucre 
donne  lieu  quand  on  la  fait  bouillir  avec  de  la  liqueur  Fehling  ou  une  so- 
lution analogue. 
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propose  par  G.  Pate  in  ^)  pour  la  defecation  de  I'urine,  sans  qu'on 
puisse  dire,  toutefois,  que  ce  precede  se  soit  beaucoup  repandu. 
Au  laboratoire  de  Carlsberg,  il  a  ete  adopte,  il  y  a  plusieurs 
annees,  par  le  professeur  S.  P.  L.  So  re  ns  en  et  nous  nous  en 
sommes  servis,  a  plusieurs  reprises,  avec  des  resultats  satisfaisants. 

Dans  des  conferences  faites  au  trois  derniers  congres  inter- 
nationaux  de  chimie  appliquee,  ce  procede  a  ete  mentionne  et 
recommande,  a  savoir  par  G.  Patein^)  (Paris  IQOO),  Deniges"^) 
(Berlin  1903)  et  L.  Porcher*)  (Rom  T906),  lesquels  en  ont  fait 
usage  et  ont  trouve  qu'il  etait  de  beaucoup  preferable  a  la  pre- 
cipitation usuelle  au  moyen  de  I'acetate  de  plomb.  Selon  indi- 
cation de  Deniges,  le  nitrate  mercurique  ne  precipite  pas  le  glu- 
cose, mais  bien  les  substances  proteiques  (meme  les  peptones)  et 
les  pigments  biliaires;  de  meme  que  I'acetate  de  plomb,  il  ne 
precipite  ni  I'acide  /i-ox}but}'rique,  ni  I'acide  homogentisique. 

Le  reactif  consiste  en  une  solution  nitrique  de  nitrate  mer- 
curique, laquelle  est  preparee  de  la  faqon  suivante:  Dans  une 
capsule  en  porcelaine,  de  1  1.  de  capacite,  on  introduit  160  cc. 
d'acide  nitrique  concentre  (poids  specifique  1,39),  puis  Ton  y 
ajoute  avec  precaution  et  en  agitant  bien  —  afin  d'eviter  qu'il 
ne  se  mette  en  grumeaux  —  220  gr.  d'ox}'de  mercurique  rouge; 
I'addition  terminee,  on  continue  d'agiter  encore  pendant  quelques 
minutes,  on  ajoute  160  cc.  d'eau,  et  Ton  chauffe  lentement  jusqu'a 
ebullition.  Lorsque  le  tout  s'est  dissous,  on  refroidit  la  solution 
a  la  temperature  ambiante,  et  Ton  )'  ajoute  60  cc.  de  lessive  de 
soude  a  5  "^^o,  afin  de  neutraliser  la  plus  grande  partie  de  I'exces 
de  I'acide  nitrique.  On  complete  jusqu'a  i  1.  la  solution  ainsi 
obtenue,  on  filtre,  et  on  la  conserve  dans  un  flacon  de  couleur 
sombre. 

La  precipitation  s'est  alors  efifectuee  de  la  maniere  que  voici: 
Dans  une  fiole  jaugee  de  100  cc,  on  a  mesure  50  cc.  d'urine, 
et  Ton  y  a  ajoute  25  cc.  de  solution  mercurique,  qui  a  provoque 
un  abondant  precipite.  Ensuite,  on  a  neutralise  le  melange  forte- 
ment  acide,  aussi  exactement  que  possible,  avec  une  lessive  de 
soude,  puis  on  a  complete  avec  de  I'eau  jusqu'au  trait,  on  a  bien 
secoue,    et  lOii   a  filtre  a  travers    un    filtre  bien  sec;    la  filtration 

'i  Cliein   Zciitra!  1)1.111.    1900.   1.    69. 

')  ('oiiipt.   rend,   dii   IV'^-  Congrcs   international   de   chimie  aii])li(|uco  2,   655. 
*j  Her.   d.  V.    intern.    Kongr.    flir  angew.   Cheniie  4,    130. 
■•     .\tti   del   VI   ( "nnj.jre-^so   interna/ion.-dc   di   cliinii(.-:i   Mpplicala   5     140. 
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s'est  passee  sans  encombre,  et  la  liqueur  liltree  etait  toujours 
parfaitement  limpide  et  incolore;  elle  ne  faisait  pas  devier  le  plan 
de  polarisation,  quand  1' urine  en  jeu  etait  exempte  d'acide  ji-oxy- 
butyrique  et  de  glucose.  II  faut  tenir  compte  de  ce  fait  que 
lorsque  I'urine  est  defequee  de  cette  maniere,  son  volume  est, 
comme  on  le  voit,  porte  au  double. 

En  neutralisant,  comme  ci-dessus,  au  moyen  de  lessive  de 
soude,  on  precipite  la  majeure  partie  du  mercure  contenu  dans 
la  solution;  mais  il  en  reste  pourtant  une  quantite  suffisante  pour 
etre  reconnue  avec  facilite  a  laide  du  chlorure  stanneux  par  le 
procede  habituel.  Si  Ion  veut  simplement  faire  un  dosage  pola- 
rimetrique  du  sucre,  le  mercure  restant  dans  la  solution  ne  nuit 
pas,  tandis  qu  il  faut  I'eliminer  completement,  toutes  les  fois  qu'il 
s'agit  d'un  dosage  au  moyen  de  quelque  methode  de  reduction. 
Pour  cela,  on  ajoute  a  la  solution  quelques  gouttes  d'acide  chlor- 
hydrique  et  deux  ou  trois  grammes  de  poudre  de  zinc,  et  puis 
on  secoue  pendant  5  a  10  minutes.  Le  mercure  precipite  a  I'etat 
metallique,  s'amalgame  avec  le  zinc  et  peut  etre  aisement  separe 
par  filtration ;  apres  avoir  secoue  le  melange  pendant  5  minutes, 
on  peut  ordinairement  reconnaitre  dans  la  liqueur  des  traces  de 
mercure,  ce  qui  n'est  plus  possible  quand  le  traitement  a  la 
poudre  de  zinc  a  ete  prolonge  pendant  10  minutes.  11  est  encore 
a  remarquer,  qu'apres  2  ou  3  heures  de  repos,  on  voit  se  troubler 
la  solution  neutre  qui  renferme  des  traces  de  mercure,  tandis 
que  delivree  completement  de  mercure,  elle  peut  se  conserver 
inalteree  pendant  plusieurs  jours. 

Determination   de  la  reduction  naturelle  de  Purine. 

Dans  le  but  de  rechercher  I'etendue  de  la  reduction  natu- 
relle, j'ai  fait  sur  des  urines  normales  (exemptes  de  sucre),  un 
certain  nombre  d'experiences,  dont  les  resultats  se  trouvent  con- 
signes  dans  le  tableau  i.  Les  urines,  sur  lesquelles  portaient  les 
experiences  n°^  i,  2  et  3,  etaient  normales,  tandis  que  celle  du 
n"  4  provenait  d'un  malade  qui  avait  une  forte  fievre.  Pour  le 
n'^  5 ,  j'employais  la  meme  urine  que  pour  le  n°  3 ,  avec  cette 
difference  toutefois,  que  je  Tavais  additionnee  de  2''/o  de  glucose, 
qui  avait  ensuite  ete  reelimine  par  fermentation,  en  ensemen<;;arit 
environ  I  gr.  de  levure  pressee  dans  lOO  cc.  de  Turine  sacchari- 
fere;  apres  avoir  bien  reparti  la  levure  dans  le  liquide  en  le  se- 
couant,    on  le  laissa  pendant  2  jours  a  la  temperature  ordinaire; 
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apres  ce  laps  de  temps,  tout  le  sucre  ayant  disparu,  j'ai  separe 
la  levure  en  filtrant.  Afin  d'eviter  I'evaporation  du  liquide,  j'ai 
fait  operer  la  fermentation  dans  un  flacon  dont  le  bouchon  etait 
muni  dun  tube  en  verre  etire  en  pointe.  loutes  les  autres  ex- 
periences ont  porte  sur  des  urines  provenant  de  personnes  at- 
teintes  de  glucosurie,  urines  que  j'ai  debarrassees,  par  fermenta- 
tion, de  leur  sucre  avant  de  proceder  aux  experiences. 

Les  determinations  de  la  reduction  ont  ete  effectuees 
suivant  le  precede  de  Bang,  en  partie  directement  sur  les  urines 
(j'ai  employe  5  cc.  d'urine  et  5  cc.  d'eau  pour  50  cc.  de  solu- 
tion de  cuivre),  en  partie  sur  les  urines  traitees  par  I'acetate  de 
plomb^)  (employe  3  cc.  d'urine  et  5  cc.  d'eau),  et  enfin  sur  les 
urines  traitees  au  nitrate  mercurique^)  (employe  10  cc,  repondant 
a  5  cc.  d'urine).  Les  chiffres  donnes  dans  le  tableau  expriment 
les  pourcentages  de  glucose  auxquels  correspondraient  les  sub- 
stances reductrices. 

Les  determinations  polarimetriques  ont  ete  effectuees 
de  la  maniere  habituelle;  les  chiffres  indiquent  les  pourcentages 
de  glucose  auxquels  correspondent  les  valeurs  numeriques  des 
deviations;  ainsi  que  nous  I'avons  dit  plus  haut,  les  solutions 
etaient  levogyres  dans  tons  les  cas  dont  il  s'agit  ici.  Les  nom- 
bres,  relativement  eleves,  mis  entre  parentheses  sont  dus  a  une 
teneur  en  acide  /^-oxybutyrique  (voir  p.  242). 


Tableau  i.    Reduction  naturelle  de  I'wiue. 
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0,04 
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cu 
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1 

'     Voir  ]..  234.      ■'     \ 
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II  ressort  de  ce  qui  precede,  que  I'etendue  de  la  reduction 
natureile  peut  varier  sensiblement;  c'est  dans  le  cas  des  urines 
de  febricitants  qu'elle  est  la  plus  considerable,  ce  qui,  en  effet, 
est  tout  naturel,  attendu  que  leurs  urines  sont  plus  concentrees; 
elle  est  moins  grande  dans  les  urines  des  diabetiques,  ce  qui 
n'est  pas  fait  non  plus  pour  nous  surprendre,  vu  que  la  quantite 
d'urine  secretee  en  \ingt-quntre  heures  est  ici  assez  grande,  ce 
qui  entraine  une  concentration  inferieure  a  la  normale.  On  voit, 
de  plus,  que  la  reduction  natureile  diminue  considerablement, 
quaiid  Turiiie  est  traitee  a  I'acetate  de  plomb  ou,  encore  mieux, 
au  nitrate  mercurique;  dans  ce  dernier  cas,  elle  devient  meme 
si  insignifiante,  qu'on  peut  tout  a  fait  en  faire  abstraction.  Des 
recherches  polarimetriques  des  urines  exemptes  d'acide  /?-oxybu- 
tvrique,  il  ressort  que  le  traitement  a  I'acetate  de  plomb  les  laisse 
levogyres,  mais  pourtant  pas  a  un  degre  qui  puisse  tirer  a  con- 
sequence, tandis  que  traitees  au  nitrate  mercurique,  elles  restent 
optiquement  inactives. 

Dosage  du   glucose  urinaire. 

Les  dosages  ont  porte  aussi  bien  sur  des  urines  normales, 
dans  lesquelles  j'avais  fait  dissoudre  une  quantite  connue  de  glu- 
cose (tableau  2,  n  -  la,  lb,  et  5),  que  sur  des  urines  diabetiques,  qui 
avaient  ete  mises  a  ma  disposition  grace  a  lobligeance  de  M.  V.  Bie, 
chef  de  service  a  I'Hopital  Frederic  a  Copenhague.  Je  tiens  a 
lui  en  exprimer  encore  ici  mes  bien  sinceres  remerciements. 

Les  resultats  de  ces  experiences  se  trouvent  reunis  au  ta- 
bleau 2.  Les  dosages  volumetriques  out  ete  effectues  exactement 
comme  il  a  ete  dit  plus  haut;  toutefois,  en  vue  de  verifier  la 
precision  de  la  methode  de  Bang,  j'ai  fait,  dans  les  urines  trai- 
tees au  nitrate  mercurique,  un  dosage  gravimetrique  d'apres 
J.  Kjeldahl.  Le  tableau  fait  connaitre,  en  outre,  les  resultats 
dun  certain  nombre  de  determinations  au  polarimetre;  dans  les 
n-6aii,  ou  les  urines  renfermaient  des  proportions  abondantes 
d'acide  //-oxybutxrique,  il  a  fallu  determiner  la  de\iation  avant 
et  apres  fermentation,  afin  de  calculer  la  teneur  en  sucre  au  moyen 
de  la  difference  ainsi  trouvee. 

Aussi  bien  avant  c^uapres  la  fermentation,  j'ai  determine  le  poids 
specifique  a  I'aide  de  la  balance  hydrostatique  de  Westphal,  et  la 
difference  trouvee  m'a  permis  de  calculer  la  teneur  en  sucre  (suivant 
la  methode  de  Robert);    les  chiffrcs  v  relatifs  se  trouvent  dans  I'a- 
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vant-derniere  serie  du  tableau  2.  La  derni^re  serie  indique  les  resul- 
tats  de  quelques  analyses  operees  par  fermentation  au  saccharom^tre 
de  Lohnstein. 

En    dosant   la   teneur   en    sucre    d'apres  Bang,    j'ai  toujours 

effectue  des  experiences  doubles.     Pour   montrer  la  concordance 

que  presentent  entre  elles  de  telles  analyses,    comme  aussi  pour 

faire  voir  le  mode  operatoire,  je  vais  donner  ici  I'expose  complet 

d'une  analyse  d'une   urine  de  diabetique  (tableau  2,  n    7) : 

L'urine  a  etudier  etait  de  couleur  jaune  clair,  presque  tout  a  fait 
limpide  et  de  reaction  tres  faiblement  acide.  Le  poids  specifique,  a 
15*^,  etait  de   1,019. 

Titrage  d'apres  Bang: 

10  CO.  d'urine  ont  ete  etendus  avec  de  I'eau  jusqu'a  un  volume 
de  50  CO.,  et  de  cette  solution,  j'ai  employe  10  cc.  pour  chaque  do- 
sage. II  a  fallu  verser  les  quantites  suivantes  de  solution  d'hydrox- 
ylamine : 

16'='^, o,   repondant  a  35'"^^I    de  glucose,  done   1,76  °/o. 

i6'=S4,  —  a  34'"-^S6  —  —      1,73%. 

Env.   50  cc.    d'urine    ont    ete    traites    a  I'acetate  de  plomb    (voir 

p.  234),  et  ensuite  la  liqueur  filtree  a  ete  examinee  comme  ci-dessus. 

11  a  fallu  les  quantites  suivantes  de  solution  hydroxylaminicjue : 

18'^'=, 4,  repondant  a  32'"s>-^i   de  glucose,  done   1,61  ^/o. 

i8=^8,  —         a  3i'"g'',6  —  —      1,58%. 

Apr^s  avoir  traite  50  cc.  d'urine  au  nitrate  mercurique  (voir 
p.  235),  on  I'a  examinee  de  la  meme  mani^re.     II  a  fallu  : 

iQ'^'^,6,  repondant  a  3o"^sr^y   ^q  glucose,  done    1,54 '^/o. 
i9">37  —         ^  3i'"S'-,o  —  —      1,550/0. 

Dans  10  cc,  de  l'urine  defeciuee  au  nitrate  mercurique,  on  a 
dose  la  teneur  en  sucre  suivant  la  methode  de  Kjeldahl;  on  a 
employe  50  cc.  de  liqueur  Feb  ling,  et  I'oxyde  cuivreux  precipite 
s'est  trouve  contenir  o^^iCio  de  cuivre,  ce  qui  correspond  a  7 3'"?'', 9 
de  glucose;  l'urine  a  done  renferme    1,48  ^'/o  de  glucose. 

Recherche  au  polari metre.  Dans  un  tube  long  de  2  deci- 
metres, l'urine  traitee  a  I'acetate  de  plomb  accusait  une  deviation  de 
0^,64,  ce  qui  correspond  a  une  teneur  en  glucose  de  seulement  0,61  "/o. 

Par  centre,  apr^s  defecation  de  l'urine  au  nitrate  mercurique,  on 
a  constate  une  deviation  de  0^,57,  correspondant  a  une  teneur  en 
glucose  de  1,08  *'/o,  en  tenant  compte  de  ce  que  dans  ce  cas  elle  a 
6te  diluee  jusqu'au  double  de  son  volume. 

Environ  100  cc.  d'urine  ont  dte  fermentes  de  la  fat;on  prece- 
demment  decrite  (voir  p.  236),  puis  la  levure  separee  par  filtration. 
Le  poids  specifique  du  licjuide,  c^  15'',  a  ete  trouve  egal  a  1,013;  ce 
qui  correspond  a  une  teneur  en  glucose  de  (1019-7-  ioi3)Xo.23 
=  1,38  "/o  (Methode   Robert). 

Pour  la  titration,  d'apres  Bang,  de  l'urine  fermentee,  j'ai 
proc(ide  de  la  fa(,on  pr^cedemment  decrite  (voir  p.  237).  Les  rdsul- 
tats  obtenus  furcnt   les  suivants: 
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L'urine  fermentee  mise  en  ceuvre  sans  defecation.  La  decolo- 
ration de  la  solution  cuivrique  a  exige  las  (juantites  suivantes  de  so- 
lution d'hydroxylamine: 

43'^'^,9,  repondant  a  5'"*^So  de  glucose,  done  0,10%. 

44",4,  —  a  4'"«'',6  —  —  o,og  ^;o. 

Apres  defecation  k  I'acetate  de  plomb: 

46=^,3,  repondant  a  3■"'''^I    de  glucose,  done  0,06  °/o. 

45"7.  —         a  3'"SS5  —  —  0,07  %. 

Apres  traitement  au   nitrate  mercurique: 

47^^"^, 8,  repondant  a    i^^sr^s  de  glucose,  done  0,04^0. 
47^S4,  —  a   2'"sr^2  —  —      0,04*^/0. 

Determination  au  polarimetre.  Dans  la  solution  traitee  k 
I'acetate  de  plomp,  la  deviation  etait  maintenant  de  -^-  0^,98.  Par 
consequent,  la  deviation  causee  par  le  glucose  est  de  0^,64  +  0^,98 
=:  1^,62,  ce  qui  correspond  a   1,54^/0  du  glucose. 

Aprds  defecation  au  nitrate  mercurique,  on  a  constate  une  de- 
viation -i-  0^,25,  de  sorte  que  la  deviation  due  au  sucre  est  de  0^,57 
+  0^,25  =  0^,82,  correspondant  k   1,56^/0  de  glucose. 

Toutes  les  analyses  ont  ete  effectuees  de  la  maniere  que  je 
viens  d'exposer.    Les  resultats  se  trouvent  reunis  au  tableau  2. 

II  appert  que  les  valeurs  trouvees  au  moyen  de  la  niethode 
de  Bang  pour  le  glucose  urinaire,  concordent  tres  bien  avec 
celles  donnees  par  I'analyse  gravinietrique  et  au  polarimetre  apres 
traitement  prealable  au  nitrate  mercurique;  par  centre,  si  l'urine 
a  ete  traitee  a  I'acetate  de  plomb,  ou  si  Ton  ne  la  soumet  pas 
a  une  purification  prealable,  on  arrive,  de  meme  que  dans  la 
determination  de  la  reduction  naturelle,  a  des  valeurs  plus  elevees, 
accroissement  qui  correspond,  a  peu  de  chose  pres,  a  celui  qui, 
dans  les  memes  conditions,  se  produit  pour  la  reduction  naturelle 
(comp.  le  tableau    i). 

Comme  nous  I'avons  dit  plus  haut,  quelques-uns  des  echan- 
tillons  examines  renfermaient  des  proportions  considerables  d'acide 
/^-oxybutyrique,  acide  qui,  on  le  sait,  est  levogyre;  c'est  pour- 
quoi  on  trouvera  une  teneur  trop  peu  elevee  en  glucose,  si,  dans 
une  pareille  urine,  on  en  fait  le  dosage  au  polarimetre,  sans  tenir 
compte  de  la  deviation  a  gauche  qu'on  pent  constater  apres  une 
fermentation  complete.  Pour  les  echantillons  examines  qui  ren- 
fermaient de  I'acide  /"/-oxybutyrique,  le  tableau  3  indique  dans 
la  serie  i  les  quantites  de  glucose  qu'ils  renferment  en  realite 
(comp.  le  tableau  2),  et  dans  les  series  2  et  3,  combien  on  en 
trouve  au  polarimetre  quand  on  n'a  pas  egard  a  la  deviation 
existant  apres  la  fermentation  du  sucre.     Dans  les  series  4  et  5, 
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Tableau  j.     Urine  contenatit  de  Vacide  fi-oxyburique. 


I 

Teneur  reelle  en  glucose,  en  pour  cent. 

2,9 

1,5 

1,4 

2,5 

2,2 

1,7 

2 

Abstraction    faite    de    la    deviation    apres 
fermentation,    I'examen  polarimeiri(]ue 
de  I'urine  traitee  a  I'acetate  dc  plomb  ( 
fait  constater  seulement  (%  glucose)  .  ) 

1,8 

o,6 

o,3 

1.5 

1,2 

o,7 

3 

Abstraction    faite    de    la    deviation    apres 
fermentation,   I'examen   polarimetrique 
de  I'urine  traitee  au  nitrate  mercurique 
fait  constater  seulement  ("/o  glucose) .  ) 

2,1 

i,o 

o,8 

1,8 

1,6 

1,1 

4 

La    deviation    a    gauche    constatee    apres  ] 

fermentation,   puis  defecation  de  la  so-  \ 
lution  a  I'acetate  de  plomb  repond  a     ( 

2,5 

2,0 

2.5 

2,1 

2,3 

o,9 

("/o  acide  )?-oxybulyrique)  j 

■> 

La  deviation  a  gauche  apres  fermentation,  \ 

puis  clarification  de  la  solution  au  ni-  \ 
trate   mercurique  repond  a                         [ 

1.7 

i,o 

1.3 

1.4 

1,2 

o,6 

(Vo  acide  /?-oxybulyrique)  j 

6 

Analyse  d'apres  Bergell ) 

(°/o  acide  /?-oxybutyrique)  / 

I 

1,5 

1,6 

- 

— 

— 

on  trouve  la  quantite  d'acide  /:i-oxybut\rique  a  laquelle  corres- 
pond la  deviation  a  gauche  restant  apres  la  fermentation,  si  Ton 
admet  qu'elle  est  due  unicfUement  a  cette  substance.  Enfin,  la 
serie  6  donne  les  resultats  de  2  dosages  de  I'acide  />-ox)'butyrique 
faits  selon   la  methode  de  P.  Bergell  ^). 

On  voit  done  qu'on  s'expose  a  commettre  des  erreurs  graves 
en  negligeant  d'examiner  la  deviation  apres  qu'on  a  elimine  par 
fermentation  tout  le  sucre. 

Du  reste,  il  semble  ressortir  des  chiffres  indiques  (series  2 
a  5)  que  le  nitrate  mercurique  est  susceptible  de  precipiter  un 
peu  d'acide  ^-ox>butyrique;  si  cette  precipitation  est  tentee  sur 
I'acide  obtenu  suivant  la  methode  de  Bergell,  on  reconnait 
qu'elle  n'exerce  guere  d'intluence  sur  la  deviation,  soit  qu'on  ait 
recours  a  I'acetate  dc  i)lomb  ou  au  nitrate  mercurique;  or,  etant 
donne  que  les  proportions  d'acide  /^-oxybutyrique  dosees  d'apres 
Bergell  sont  si  loin  de  concorder  avec  celles  calculees  au  moyen 
de  la  deviation  gauche  restant  apres  fermentation,    il  semble  re- 


1;  Zeitschr.    f.    physiol.   Chemie  33,    310  (1901; 
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suiter  que  lurine  renferme  quelque  autre  substance  levogyre  dift'e- 
rente  de  I'acide  /j'-oxybutyrique  et  susceptible  d'etre  precipitee 
par  le  nitrate  mercurique,  mais  non  par  I'acetate  plombique.  Du 
reste,  je  n'ai  pas  essa}-e  d'approfondir  cette  question. 

Les  recherches  que  je  viens  de  relater,  montrent  que  la 
methode  de  Bang  pour  le  dosage  du  glucose  est  d'un 
empioi  facile  et  expeditif  et  donne  des  resultats  qui 
concordent  bien  avec  ceux  obtenus  par  d'autres  voies 
(analyse  gravimetrique  ou  polarimetrique).  Elle  se  prete  bien 
a  I'usage  dans  les  analyses  d 'urines:  I'erreur  a  laquelle 
donnent  lieu  les  autres  substances  reductrices  exi- 
stant  dans  les  urines  est  si  insignifiante,  qu'on  peut 
se  dispenser  d'en  tenir  compte  dans  les  recherches 
cliniques.  Si  Ton  tient  a  obtenir  des  resultats  bien 
precis,  on  peut,  au  prealable,  traiter  Turin e  a  I'acetate 
de  plomb  ou,  encore  mieux,  au  nitrate  mercurique;  on 
arrive  par  la  a  des  resultats  tout  a  fait  irreprehen- 
sibles. 

En  observant  les  mesures  tres  simples  et  peu  nom- 
breuses  que  nous  avons  indiquees  dans  ce  qui  pre- 
cede, on  peut  aisement  preparer  les  liqueurs  titrime- 
triques  de  telle  fagon  qu'elles  soient  «justes»,  c.-a-d. 
qu'elles  concordent  avec  celles  utilisees  par  Bang 
dans  Tela b oration  de  son  tableau. 

Dans  les  analyses  des  urines  sacchari  feres,  les  do- 
sages chimiques  sont  pre  fe  rabies  a  ceux  fa  its  au  po- 
lar i  met  re. 

Supplement:    Dosage  dans  les  melasses. 

Le  traitement  au  nitrate  mercurique  (jue  nous  avons  decrit 
plus  haut,  se  prete  a  merveille  a  la  decoloration  de  liquides  dont 
il  s'agit  de  doser  la  teneur  en  sucre.  A  la  demande  de  M.  le 
professeur  Steenberg,  j'ai  essaye  d  en  iaire  I'application  au  do- 
sage du  Sucre  dans  des  melasses,  et  je  vais  rendre  brievement 
compte  des  resultats  que  j'ai  obtenus. 

J'ai  eu   recours  aux  solutions  suivantes: 
A:  200  gr.  de  melasse  etendue  avec  de  I'eau  jusijua  500  cc. 
P) :    100  cc.  de  solution  A     —  —  —  200    - 

C:      50    -  —  A     —  —  —  200    - 

0:     2S    -  —  A     —  —  —  200    - 
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Les  solutions  etaient  toutes  d'une  couleur  brun  fonce,  et 
opaques  meme  en  couche  mince.  A  25  cc.  de  la  solution  A, 
jai  ajoute  10  cc.  de  nitrate  mercurique  et  puis,  comme  a  I'ordi- 
naire,  de  la  lessive  de  soude  jusqu'a  reaction  neutre;  apres  dilu- 
tion du  melange  avec  de  I'eau  jusqu'a  100=^2^),  la  liqueur  bien 
agitee,  puis  filtree,  etait  parfaitement  limpide  et  suffisamment  de- 
coloree  pour  permettre  un  examen  au  polarimetre.  Cependant  la 
solution  avait  encore  conserve  une  teinte  jaune;  mais  la  mise  en 
«uvre  dune  quantite  double  du  nitrate  mercurique  avec  la  meme 
quantite  de  melasse,  provoqua  une  decoloration  presque  complete 
de  la  liqueur,  et  en  employant  une  quantite  encore  plus  grande 
de  nitrate  mercurique,  la  decoloration  etait  parfaite. 

Dans  le  but  de  rechercher  si  le  nitrate  mercurique  precipite 
le  Sucre,  j'entrepris  une  serie  d'essais  dans  lesquels  je  mettais  en 
jeu  des  quantites  de  nitrate  mercuriques  toujours  croissantes  par 
rapport  a  celle  de  la  melasse.  Cependant,  comme  le  nitrate  mer- 
curique renferme  une  certaine  proportion  d'acide  nitrique  libre, 
il  s'ensuit  qu'en  utilisant  des  quantites  importantes,  on  court  le 
risque  d'une  inversion  des  polysaccharides;  afin  de  I'eviter,  au- 
tant  que  possible,  j'ai  opere  la  neutralisation  au  moyen  de  la 
lessive  de  soude,  immediatement  apres  I'addition  du  nitrate  mer- 
curique, en  refroidi-ssant  en  meme  temps  atin  d'eviter  Televation 
de  la  temperature  a  laquelle  donnerait  lieu  la  chaleur  degagee 
par  la  neutralisation.  Les  resultats  se  trouvent  consignes  dans  le 
tableau  4,  oil  les  chiftres  indiquent  les  deviations  observees  et, 
d'autre  part,  les  pourcentages  de  sucre  y  correspondant  —  cal- 
cule  comme  sucre  de  canne  —  dans  la  melasse. 

Une  serie  d'essais  portant  uniquement  sur  la  solution  A  de 
melasse,  a  donne  les  resultats  que  voici   (voir  tableau   5). 

On  voit  done  qu'en  mettant  en  oeuvre  des  quantites  crois- 
santes de  nitrate  mercurique,  le  pourcentage  trouve  de  sucre 
s'accroit  rapidement  pour  atteindre  bientot  un  maximum,  apres 
lequel  une  augmentation  ulterieure  de  la  quantite  de  nitrate  mer- 
curique n'exerce  plus  aucune  influence  sur  le  resultat  de  1  analyse. 


^)  Comme  i  1.  de  solution  de  nitrate  mercurique  conticnt  220  gr.  d'oxyde  mer- 
curique, dont  le  poids  specifique  est  d'environ  11,  il  s'ensuit  que  10  cc.  en 
renfermeront  2gr,2,  correspondant  a  occ,2.  C'est  pourquoi  j'ai  ajoute  occ,2 
d'eau  au  dela  des  100  cc,  ce  ([ui  eliminerait  le  volume  du  d6p6t  si  celui-ci 
etait  conslitue  exclusivement  par  de  I'o.xyde  tiierciiri([ue ,  ce  (\u\  toutetois  ne 
se   fait  pas  tout  a  fait  en   realile. 
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Tableau  4. 


Execution  ties  precipitations 

Solution  de  melasse 

A 

B          C 

D 

25  cc.  de  solution  de  melasse.               \ 
10  cc.   de  solut.  de  nitrate  mercurique. 
env.  10  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm. 
Eau  jusqu'a  ioocc,2.                                J 

Deviation     \\  ^^ 
observee      )  \  '' 
"/o  Sucre  dans  \ 
la  melasse    J     39.1 

20,68 
40,3 

i°.45 
43,6 

o°,73 
43.9 

25  cc.   de  solution  de  melasse.                    '     Deviation     \     -0  ,- 
20  cc.   de  solut.  de  nitrate  mercurique.           observee      i     ^   '•'' 
env.  20  cc.  de  lessive  de  soude  2-norm.       "/o  sucre  dans  V       _  . 
Eau  jusqu'a   10000,4.                                  )  ^     la  melasse     /     ^  '"* 

1 
20,88  1  1 0,45 

43.3      43.6 

1 

o°,73 
43,9 

25  cc.  de  solution  de  melasse.               "j 
40  cc.   de  solut.  de  nitrate  mercurique.  [ 
env.  16  cc.  de  lessive  de  soude  5-norm. 
Eau  jusqu'a   ioooc,8.                                   ] 

Deviation     \ 

observee      / 

"/o  Sucre  dans  \ 

la  melasse     i 

5°,82 
43,8 

2°,93 
44<i 

i°,47    oO,73 
44,2   '  43,9 

Tableau 


J- 


25  cc.  de  solution 

25  cc.  de  solution 

25  cc.  de  solution 

25  cc.  de  solution 

de  melasse. 

de  melasse. 

de  melasse. 

de  melasse. 

Execution 

25  cc.  de  solution 

50  cc.  de  solution 

100  cc.  de  solution 

150  cc.  de  solution 

de  nitrate  mer- 

de nitrate  mer- 

de nitrate  mer- 

de nitrate  mer- 

des 

curique. 

curique. 

curique. 

curique. 

env.  25  cc.  de  les- 

env. 50  cc.  de  les- 

env. 100  cc.  de  les- 

env. 60  cc.  de  les- 

precipitations 

sive  de  soude 

sive  de  soude 

sive  de  soude 

sive  de  soude 

2-norm. 

2-norm. 

2-norm. 

5-norm. 

Eau  jusqu'a 

Eau  jusqu'a 

Eau  jusqu'a 

Eau  jusqu'a 

25occ,5. 

251  cc. 

252  cc. 

253  cc. 

Deviation     \ 
observee     / 

2^I5 

20,23 

2'\35 

2°,35 

"/o  Sucre  dans  \ 
la  melasse    / 

40,4 

41,9 

44,2 

44.2 

Pour  permettre  d'apprecier  le  degre  de  precision,  il  est  a  remar- 
quer  que  les  deviations  indiquees  sont  le  resultat  moyen  de  dix 
lectures;  I'erreur  moyenue  de  la  moyenne  ne  depassa  que  rare- 
ment  0,5   de  minute. 

Ainsi  que  nous  I'avons  signale  plus  haut,  la  mise  en  oeuvre 
de  quantites  de  solution  de  nitrate  mercurique  aussi  grandes  que 
celles  utilisees  dans  les  derniers  essais  de  chacune  des  series  re- 
latees,  fait  courir  le  risque  d'une  inversion  des  polysaccharides; 
de  plus,  il  y  a  possihilite  que  les  doses  de  nitrate  sodique  in- 
troduites  puissent  infUiencer  le  pouvoir  rotatoire.  Four  resoudre 
ces  deux  ([uestions,  j'ai  effectue,  avec  une  solution  de  sucre 
pui,   I'cssai   de  con  t  role  suivanl  : 
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Environ  18  gr.  de  sucre  de  canne  furent  dissous  dans  de  I'eau 
et  la  solution  completee  jusqu'a  100  cc;  elle  correspond  alors,  a  peu 
de  chose  pres,  a  la  solution  A  de  melasse. 

25  cc.  de  solution  sucree  furent  etendus  d'eau  jusqu'a  250  cc. 
A   I'examen  au  polarimetre,  on  a  trouve  une  deviation  de   2*^,38. 

A  25  cc.  de  solution  sucree  on  a  alors  ajoute  150  cc.  de  so- 
lution de  nitrate  mercurique,  puis,  en  refroidissant,  environ  60  cc.  de 
lessive  de  soude  5-norm.  jusqu'a  reaction  neutre.  Apres  avoir  etendu 
d'eau  jusqu'a  253  cc,  puis  secoue  et  filtre,  on  a  examine  la  solution 
au  polarimetre,  qui  accusait  une  deviation  de   2^,35. 

On  voit  done,  en  resume,  que  malgre  le  grand  exces  de  ni- 
trate mercurique  que  nous  avons  employe,  la  diminution  de  de- 
viation n'est  que  de  o'',03.  Comme  pour  la  decoloration  de  25  cc. 
de  solution  de  melasse  a}'ant  une  egale  teneur  en  sucre.  il  ne 
faut  qu'environ  50  cc.  de  solution  mercurique  (comp.  les  tableaux), 
I'erreur  a  laquelle  cette  addition  donne  lieu  ne  sera  guere  appre- 
ciable, pourvu  que  la  defecation  soit  operee  de  la  maniere  de- 
crite  ici. 

II  est  done  facile  d'effectuer  un  dosage  de  sucre  dans  une 
melasse  en  se  servant  du  nitrate  mercurique  eomme  clarifiant. 
La  separation  des  matieres  colorantes  et  des  corps  levogyres 
(proteines  ek\)  contenus  dans  la  melasse,  demande  une  eertaine 
dose  de  nitrate  mercurique;  mais  une  augmentation  de  la  quan- 
tite  voulue  reste  sans  influence  sur  le  dosage  du  suere. 

Novembre  igoS. 


SUR  L'ENDOMYCES  FIBULIGER 


W.  DOMBROWSKI. 


L'Endomyces  fibuliger  a  ete  decouvert  par  P.  Lindner^)  sur 
du  pain,  ou  ces  vegetations  se  trouvaient  sous  forme  de 
taches  blanches,  ressemblant  a  la  craie.  Les  recherches  de 
Lindner  sur  ce  champignon  turent  publiees  dans  la  «Wochen- 
schrift  fur  Brauereiv  1907,  N"  36,  sous  le  titre  de:  «Endom3'Xes 
fibuliger  n.  sp.,  ein  neuer  Garungspilz  und  Erzeuger  der  soge- 
nannten  Kreidekrankheit  des  Brotes».  Les  principaux  resultats 
de  ces  recherches  peuvent  se  resumer  comme  suit : 

Sur  de  minces  couches  de  mout  de  biere  gelatine,  I'Endo- 
myces  fibuliger  forme  des  taches  d'un  blanc  pur;  a  une  tem- 
perature de  16  a  17°  C,  il  se  produit  au  bout  d'une  semaine 
deja  une  liquefaction  de  la  gelatine.  Cultivees  dans  du  mout 
de  biere,  houblonne  ou  non,  des  cultures  vieilles  de  trois  se- 
maines  montrent  un  voile  epais  et  un  depot  peu  coherent, 
dans  lequel  on  trouve  beaucoup  de  cellules  ressemblant  a  la  le- 
vure;  au  cours  de  la  croissance,  il  s'opere  une  faible  fermenta- 
tion, qui  developpe  un  arome  tres  leger. 

L'Endomyces  fibuliger  forme  un  mycelium  filiforme,  muni 
de  cloisons  transversales  et  de  ramifications.  Sur  les  filaments 
en  voie  de  croissance,  on  voit  bientot  apparaitre  les  fusions  que 
Hoffmann  a  appelees  «Schnallenbildung»,  et  auxquelles  cette 
espece  doit  son  nom  de  «fibuliger».  Lorsque  les  branches  la- 
t^rales  sont  devenues  des  filaments  assez  longs,  on  observe  sou- 
vent  qu'elles  se  divisent  en  articles  ressemblant  a  rOidium.     En 

*)  C'est  a  rextrcme  obligeance  de  Monsieur  le  I'rofesseur,  D'  P.  Lindner 
que  je  suis  redevahle  des  inaleriaux  ijui  onl  servi  de  base  au  present  travail, 
et  je  me   lais   un   devoir  de   liii    rcnuuvelcr  ici  encore  tous  mes  rcmerciements. 
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outre  du  mycelium  filamenteux  typique,  il  se  produit  egalement, 
dans  certaines  conditions,   une  formation  de  cellules  de  levure. 

Sur  les  filaments  myceliens  on  rencontre  de  petits  sterigmes, 
surmontes  de  conidies  en  forme  de  pepins  de  raisins,  et,  en  meme 
temps,  on  remarque  des  cellules  de  levure  oblongues  qui  presen- 
tent  une  certaine  ressemblance  avec  les  cellules  de  levure  de 
Dematium.  A  Textremite,  ou  sur  les  cotes  des  filaments,  on 
trouve  de  meme  de  grosses  cellules  rondes,  avec  ou  sans  spores 
en  forme  de  chapeau.  Ces  grosses  cellules  sont  entremelees  avec 
les  conidies. 

Les  cellules  sporiferes,  asques,  sont  de  grandeur  tres  variable. 
Lindner  les  trouva  d'abord  dans  un  verre  de  centrifuge  dans 
lequel  une  petite  portion  du  voile  delayee  dans  de  I'eau  avait 
ete  centrifugee  quelques  jours  auparavant;  plus  tard,  il  employa 
aussi  des  blocs  de  platre  pour  arriver  a  la  formation  des  spores. 
La  temperature  la  plus  favorable  a  cette  fonction  est  de  20*^  C, 
la  duree  du  developpement  est  de  72  heures  environ.  Les  endo- 
spores  sont  en  forme  de  chapeau;  la  largeur  du  bord  en  est  tres 
variable,  et  il  y  en  a  beaucoup  qui  n'ont  pas  de  bord  du  tout. 
Lindner  observa  egalement  une  formation  de  gemmes. 

Dans  une  preparation  microscopique  faite  dans  du  moiit  de 
biere  et  fermee  de  vaseline,  les  conidies  forment,  par  bourgeonne- 
ment,  des  cellules  de  levure  liees  entr'elles,  et  dont  les  articles 
terminaux  deviennent  des  filaments.  Au  contraire,  dans  des  cul- 
tures d'adhesion  dans  du  moiit  —  cultures  ou  I'affluence  de  Fair 
est  plus  considerable  — ,  elles  germent  aussitot  avec  un  tube 
germinatif.  Lindner  ne  vit  germer  les  endospores  que  par  bour- 
geonnement;  mais,  lorsque  ni  I'oxygene,  ni  la  matiere  nutritivj 
ne  faisaient  defaut,  les  cellules  de  levure  formees  devenaient 
bientot  de  longs  filaments. 

Au  sujet  de  Taction  de  cette  nouvelle  espece  sur  les  sucres, 
Lindner  donne  quelques  eclaircissements;  mais,  comme  il  ma- 
nifeste  son  intention  de  donner  plus  tard  une  communication  sur 
des  experiences  de  fermentation  faites  sur  une  plus  grande  echelle, 
je  n'entrerai  pas  dans  le  detail  de  cette  question. 

II  considere  I'Endomyces  fibuliger  comme  un  type  interessant 
de  transition  entre  les  especes  de  W'illia  et  les  vrais  Hyphom>cetes. 

Les  recherches  que  je  vais  exposer,  eurent  lieu  dans  le 
courant    de    I'automne    1908    au    laboratoire    de    Carlsberg;    elles 
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embrassent  surtout  la  resolution  des  trois  principaux  problemes 
que  voici: 

I*'.   Comment  la  germination  des  endospores  at-elle  lieu? 

2^.  Quelle  est  leur  structure? 

3".  Comment  les  cellules  sporogenes  se  comportent-elles  a 
regard  des  autres  cellules  de  ce  champignon? 

Pour  arriver  a  un  developpement  d'endospores,  j'ai  eu  re- 
cours  aux  methodes  que  voici:  une  petite  portion  dune  vegeta- 
tion developpee  dans  du  mout,  pur  ou  melange  d'agar,  fut   mise 


Pig.    1.      Evolution  des  spores  dans  les  asques,    dans    une    chambre    Ranvier,    ren- 

fermant    de    I'eau.      a   Restes  de  la  membrane    de    I'asijue  apres  que  les  spores  en 

sont  sorties.     2    est   de    12    heures    plus    vieille    que   i,    el  3  est  de  6  heures  plus 

vieille  r]ue   2.      Grossissement   lineaire  de   500  fois. 

dans  une  mince  couche  dean  renfermee  dans  des  flacons  Freu- 
denreich  ou  placee  sur  un  porte-objet  ordinaire  sterilise  a  la 
flamme,  puis  laissee  a  une  temperature  favorable  a  la  formation 
de  spores  (18 — 20^  C).  En  faisant  des  cultures  sur  des  porte- 
objet,  il  faut,  naturellement,  avoir  soin  de  conserver  ceux-ci  sous 
une  cloche  humide.  Une  culture  dans  de  I'eau  de  levure  peut 
aussi  rendre  le  meme  service.  Ces  mdthodes  se  sont  montr^es 
excellentes.  II  s'est  toujours  produit  une  sporulation  tres  abon- 
dante,  surtout  lorsque  la  culture  en  mout  dans  laquelle  on  avait 
pris  la  semence,  n  etait  pas  trop  vieille.  Dans  les  cultures  faites 
dans  de  minces  couches  d'eau,  les  spores  apparaissaient  generale- 
ment  deja  au  l)out  de  48  heures,  et  apres  "^2  heures,  elles  ^taient 
d^jei  tres  nombreuses.     Cepondaiit,   il   faut  un  temps  un   juni  plus 

•7 
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long  \>ouT  que  la  plus  gtande  partie  des  spores  parviennent  a 
maturite  et  sortent  de  leurs  asques,  ce  qui  a  lieu  a  mesure  que 
la  membrane  de  la  cellule-mere  se  dissout;  on  peut  en  voir  les 
debris  qui  restent  adherents  au  mycelium  (voir  fig.  i,  3 a).  Apres 
s'etre  degagees,  les  spores  demeurent  ordinairement  liees  ensemble, 
le  plus  souvent  par  groupes  de  quatre. 

Les  blocs  de  platre  ne  conviennent  pas  pour  I'Endomyces 
fibuliger,  lorsqu'il  s'agit  d'entreprendre  des  cultures  visant  a  la 
formation  de  spores  et  devant  servir  a  des  essais  de  germination; 


Fig.  2.  Spores  germant  par  un  lube  gerniinatif  dans  du  moiit  etendu  (6'/2  "/o 
Balling),  renfenne  dans  une  chambre  Ranvier.  i:  17  heures ,  2:  19  heures, 
3:    20^/2  heures,  et  4:   41 V2  heures  apres  I'enseniencement.    Grossissement  lineaire 

de   500  fois. 

car,  dans  ce  cas,  il  se  produit  un  fort  developpement  de  mycelium 
et  de  conidies,  qui  fait  qu'on  n'obtient  plus  que  difficilement  des 
spores  suffisamment  pures,  c.  a.  d.  exemptes  de  restes  de  mycelium 
et  de  conidies.  Les  spores  obtenues  par  les  methodes  decrites 
ci-dessus,  furent  ensemencees  dans  du  mout  de  biere  (env.  13% 
Balling)  etendu  avec  une  egale  proportion  d'eau,  et  renferme  dans 
des  chambres  Ranvier.  C'est  dans  ces  conditions  qu'on  suivit  la 
marche  de  la  germination. 

Dans  la  plupart  des  cas,  les  spores  sont  en  forme  de  chapeau; 
mais,  cependant,  on  en  rencontre  souvent  dont  le  bord  ou  le  filet 
saillant  entourent  le  milieu  de  la  spore,  ainsi  qu'on  le  remarque 
dans  la  W'illia  Saturnus  Klocker.  11  s'en  trouve  aussi  beaucoup 
qui  manquent  completement  de  filet,  ce  que  Lindner  a 
deja   observe  (voir  plus  haut).     Quant  a  la  grandeur,    les   spores 
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varient  beaucoup.    Aussitot  qu'elles  sont  sorties  des  asques,  elles 
sont  en  etat  de  germer. 

I'ai  constate  que  la  germination  s'opere  de  deux  ma- 
nieres  differentes,  a  savoir,  non  seulement,  ainsi  que  Lind- 
ner I'a  deja  observe,  par  bourgeonnement  (Fig.  3  et  4), 
mais  aussi  par  la  formation  de  tubes  germinatifs  (Fig.  2  et  4). 
L'evolution  de  la  germination  varie  suivant  1  age  des  spores. 
Lorsque,  immediatement  apres  leur  sortie  de  I'asque,  on  les  en- 
semence  dans    un    milieu    nutritif,    elles    germent    tout   en    restant 


Fig-  3-  Spores  germant  par  bourgeonne- 
ment dans  du  mout  etendu  (6V2  "/o  Bal- 
ling). I:  4  heures,  2:  7  heures,  3:  9 
heures,  4:  10  heures,  5:  10V2  heures, 
6:  12  heures,  et  7 :  21  heures  apres  I'en- 
semencement.  Grossissement  lineaire  de 
500  fois. 


Fig.  4.  Deux  spores  d'un  meme  asque ; 
a  germe  par  tube  germinatif,  b  par  bour- 
geonnement en  chambre  Ranvier  renfer- 
mant  du  mout  etendu  (6V2  %  Balling). 
I:  19  heures,  et  2:  21 V5  heures  apres 
Tensemencement.  Grossissement  lineaire 
de   500  fois. 


liees  ensemble  et  gardant  longtemps  encore  leur  forme  caracteri- 
stique.  Mais  lorsque  la  culture  a  depasse,  par  ex.,  I'age  d'un  mois, 
les  spores  se  detachent  les  unes  des  autres  avant  de  germer,  et 
perdent  leur  forme  de  chapeau.  Les  spores  qui  sont  les  plus 
rapprochees  du  bord  de  la  preparation,  ou  I'air  afflue  plus  large- 
ment,  germent  deja  435  heures  apres  Tensemencement.  On  a 
observe  dans  des  cas  frequents  une  germination  par  tubes  ger- 
minatifs, et  chaque  tube  s'allonge  pour  former  directement  un 
mycelium  typique  (Fig.  2,  1,  2,  s,  4).  Dans  ce  dernier,  on  voit  de 
bonne  heure  apparaitre  des  cloisons  transversales  qui  sont  souvent 
rapprochees  deux  a  deux  I'une  de  I'autre  et  paralleles  I'une  a 
I'autre,  ou  bien  elles  forment  un  angle  aigu;  il  se  deveioppe,  en 
outre,   successivement   des   branches   lat6rales   et   des  cellules  de 
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levure.  On  trouve  souvent  sur  les  jeunes  filaments  myceliens  des 
retrecissements  et  des  renflements. 

Une  spore  peut  developper  plus  dun  tube  germinatif  (Fig.  2, 
3, 4).  Ainsi  que  le  montre  la  figure  4,  1,  2,  les  deux  modes  de 
germination  peuvent  se  presenter  dans  un  meme  groupe  de  spores 
issues  d'une  seule  cellule-mere.  Quelle  que  soit  la  maniere  dont 
se  fait  la  germination,  que  ce  soit  par  bourgeonnement  ou  par 
tubes  germinatifs,  elle  ne  semble  etre  determinee  que  par  la  na- 
ture de  la  spore,  c.  a.  d.  par  des  conditions  internes. 

A  la  surface  des  spores  en  ger- 
mination, j'ai  remarque  quelques  ap- 
pendices qui,  examines  de  plus  pres, 
ont  ete  reconnus  pour  les  restes  d'un 
exosporium  (Fig.  5,  1,2,3,4).  Les  spo- 
res de  TEndomyces  fibuliger 
Fig.  5.  Des  spores  en  germina  gQ^t  donc  pourvues  de  deux 
tion  dans  du  mout  etendu  (6^h  %  , 

T,„.    s  ,        ,  ■         membranes:    un  exosporium  et  un 

Balling),  et  montrant  des  restes  de 

I'exosporium.    En  I  et  2,  la  spore    cndosporium.    La  Surface  des  spores 

a  perdu  sa  forme  de  chapeau,  forme     est    lisse. 

qui  est  restee  en  partie  en  3  et  4.  J]    n'y    a    paS    de     regie    precisant 

Grossissement  lineaire  de  500  tois.  .  .  .  , 

la  maniere  dont  1  exosporium  s  ouvre 
pour  laisser  sortir  son  contenu.  La  spore,  en  se  gonflant,  fait 
eclater  I'exosporium;  mais,  I'endroit  oil,  et  la  maniere  dont  cette 
rupture  a  lieu,  sont  differents.  Dans  beaucoup  de  cas,  elle  se  fait 
tout  le  long  du  filet  saillant;  dans  d'autres  cas,  par  contre^  elle  se 
produit  sur  le  cote  de  la  spore.  L'exosporium  disparait  en  se 
dissolvant  petit  a  petit  (Fig.  3,  1, 2,  3,  4,  5).  Lorsque  les  spores  ont 
sejourne  longtemps  dans  I'eau,  le  filet  saillant,  lui  aussi,  se  dissout 
avant  la  germination,  et  la  spore  perd  alors  sa  forme  de  chapeau 
(Fig.  5,  1,2);  si,  par  contre,  la  culture  n'est  pas  vieille,  le  filet 
saillant  se  remarque  encore  sur  des  spores  dont  la  germination 
est  tres  avancee  (Fig.  3,  e,  7).  Un  traitement  a  I'acide  sulfurique 
et  a  I'acide  chlorhydrique  concentres,  n'a  produit  aucune  colora- 
tion de  I'exGsporium. 

Aux  deux  questions  principales  posees  plus  haut,  mes  re- 
cherches  ont  donc  donne  la  reponse  suivante: 

Les  endospores  de  I'Endomyces  fibuliger  germent, 
non  seulement  par  bourgeonnement,  mais  aussi  par  la 
formation  de  tubes  germinatifs;  elles  sont  pourvues  de 
deux  membranes:   un  exosporium  et  un  endosporium. 
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Pour  resoudre  la  derniere  des  trois  questions  principales 
(Comment  les  cellules  sporogenes  se  comportent-elles  a  I'egard 
des  autres  cellules  de  notre  champignon?),  il  s'agissait  de  deter- 
miner si  les  cellules  formant  des  endospores  sont  des  formations 
speciales,  differenciees  du  thallus  et  developpees  particulierement 
dans  ce  but,  et  qui,  pour  leur  developpement,  exigent  un  systeme 
vegetatif  prealable,  —  ou  bien  si  une  telle  differenciation  n'a  pas 
lieu  et  si  chaque  cellule  peut  devenir  une  cellule  sporogene, 
ainsi  que,  suivant  Hansen,  c'est  le  cas  pour  les  Saccharomycetes. 
Ces  deux  points-la  sont',  en 

effet,  d'une  tres  grande  im-         /^    f-i    '  /rst        -^ 
portance    au    point    de    vue  |j)     If^l  «^ 

de  la  classification  de  cette        ^3r    i^ ^       ^-^  <S 

^ynl     O         ^  l\  ^    ~^ 
espece.    Pour  y  arriver,    les     ^.   ^     <ky  ^  ^(  ^/'•^ 

methodes  de  culture  visant        <^|0^ 

a    la    production     de     spores  j,-^    ^       ^    represente  des  cellules  de  levure  ; 

furent  modifiees  de  maniere  2,   des  conidies  en  forme  de  pepins  de  raisins. 

a    permettre    de    suivre     Sur  E"    2a,    ces   dernieres   se    sont   detachees   de 

1  1    ,•  ]  •  lenveloppe  apres  chauffage  de  la  preparation. 

la    platme    du     microscope,  ^       .  ,■   -         , 

Grossissement  lineaire  de   500  fois. 

sur  une  meme  semence,  les 

degres  successifs  de  revolution.  On  fit  la  semence  en  couche 
mince  d'eau  dans  des  chambres  Ranvier  et  a  la  face  inferieure 
du  couvre-objet  de  la  chambre  humide  Bottcher.  On  peut  aussi 
se  servir  a  cet  eftet  d'une  preparation  microscopique  ordinaire, 
qu'il  faut  alors  placer  dans  une  cloche  humide. 

La  semence  se  composait  soit  de  petits  morceaux  de  my- 
celium provenant  d'une  culture  en  moiit  de  biere,  soit  de  cellules 
de  levure,  soit  encore  de  cellules  qui,  d'apres  leur  aspect,  peu- 
vent  etre  designees  comme  conidies  en  forme  de  pepins  de  raisins 
(Fig.  6,  1,  2).  La  formation  des  spores  ne  se  produisit  presque 
exclusivement  que  lorsque  Ton  employait  les  petits  morceaux  de 
mycelium,  et  la  formation  des  spores  eut  lieu  de  la  maniere 
suivante:  Les  premiers  indices  de  developpement  se  font  remar- 
quer  bientot  aprcs  I'ensemencement.  lis  se  montrent  soit  sous 
forme  de  production  de  nouveaux  filaments  myceliens  sur  les 
morceaux  de  mycelium  ayant  servi  de  semence,  ou  bien,  ceux-ci 
developpent  d'abord  un  grand  nombre  de  cellules  de  levure,  et 
plus  tard  seulemcnt,  des  nouveaux  filaments  m^'celiens.  Ce  der- 
nier cas  surtout  s'est  presente  frequcmment.  Les  filaments  m>'- 
celiens    iiouvclicmciit    formes    out    toiijours    une    forte    tendance  a 
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pousser  en  I'air.  Les  cellules  de  levure  apparaissent  soit  sous 
forme  de  bourgeons  lateraux,  soit  a  I'extremite  des  filaments 
myceliens  semes;  elles  se  detachent  bientot  du  mycelium  pour  se 
multiplier  ulterieurement  par  bourgeonnement;  mais  les  cellules 
ne  restant  pas  liees  les  unes  aux  autres,  il  ne  se  forme  pour 
ainsi  dire  pas  de  colonies.  Aussitot  que  la  cellule-fille  a  atteint  la 
grandeur  de  la  cellule-mere,  elle  s'en  detache :  la  cloison  existant 
entre  les  deux  cellules  se  scinde,  et  la  nouvelle  cellule  se  detache 
brusquement  comme  si  un  choc  les  avait  separees  d'un  seul  coup. 

Ouelque  temps  apres  la  formation  des  cellules  de  levure,  il 
se  forme  de  nouveaux  filaments  myceliens  sur  les  morceaux  de 
mycelium  semes,  et,  environ  48  heures  apres  I'ensemencement, 
apparaissent  sur  lesdits  filaments,  des  bourgeons  lateraux  qui, 
au  debut,  se  forment  presque  exclusivement  pres  des  cloisons 
transversales  qui  se  trouvent  a  I'extremite  des  filaments.  Quel- 
ques-uns  des  bourgeons,  en  croissant  d'une  maniere  continue, 
affectent  de  plus  en  plus  nettement  la  forme  spherique  et  mon- 
trent  un  plasma  fortement  refringent.  Celui-ci,  traite  a  I'iodure 
de  potassium  iode,  prend  une  coloration  dun  beau  rouge-brun, 
qui  indique  une  teneur  elevee  en  glycogene.  C'est  dans  de  sem- 
blables  cellules  grosses  et  de  forme  spherique  que  se  develop 
pent  les  endospores,  dont  les  rudiments  se  montrent  simultane- 
ment  (Fig.  7, 3,  4).  II  est  d'autres  bourgeons  lateraux  dont  la 
croissance  est  loin  d'etre  aussi  forte  et  qui  sont  plus  pauvres  en 
glycogene;  dans  ceux-la  les  endospores  ne  se  forment  pas.  C'est 
ainsi  que  sur  un  seul  et  meme  filament  mycelien  apparaissent, 
les  unes  a  cote  des  autres,  et  des  cellules  de  levure  sporiferes 
et  des  cellules  de  levure  asporogenes  (Fig.  7,  1, 2,  3, 4).  Les  cel- 
lules formant  des  endospores  peuvent  se  trouver  soit  sur  de 
petites  branches  laterales,  soit  aussi  directement  sur  le  myce- 
lium. Elles  peuvent  prendre  naissance  a  I'extremite  d'un  filament, 
et  meme,  bien  qu'assez  rarement,  intercalairenient  sous  forme  de 
cellules  plus  ou  moins  gonflees.  Dans  quelques  cas,  les  cel- 
lules sporiferes  forment  des  chaines  developpees  par  bourgeonne- 
ment  aux  premieres  phases  de  revolution  (Fig.  8). 

En  consequence,  ma  reponse  a  la  derniere  des  trois  questions 
principales  posees  plus  haut,  est  la  suivante: 

Les  endospores  peuvent  apparaitre  non  seulement 
dans  les  cellules  qui  se  forment  par  bourgeonnement 
sur  le  mycelium,    mais   aussi  dans  eel  les  des  filaments 
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myceliens  eux-memes;  mais  je  n'en  ai  jamais  vu  qui  se  soient 
formees  dans  les  cellules  plus  petites  et  ayant  la  forme  de  pepins  de 
raisins,  cellules  que  Lindner  a  designees  sous  le  nom  de  conidies. 
En  ce  qui  concerne  les  dimensions  et  la  forme  des  cellules 
sporiferes,  comme  aussi  le  nombre,  les  dimensions  et  la  forme 
des  spores  developpees  dans  une  cellule-mere,  il  n'y  a  aucune 
regularite.  Le  plus  souvent,  on  trouve  4  spores  dans  un  asque; 
mais  on  peut  aussi  n'en  rencontrer  que  3,  2,  et  meme  une  seule 
(Fig.  8,  1,  4,  6, 9). 


Fig.  7.  Les  differentes  phases  d' evolution  de  cellules  de  levure,  de  conidies, 
d'asques  et  de  spores,  dans  de  I'eau  renfermee  dans  une  chambre  Ranvier. 
a  conidies;  b  asques.  3  montre  des  rudiments  de  spores,  rudiments  qui,  en  4, 
se  sont  developpes  jusqu'a  maturite.  2  est  de  12  heures  plus  vieille  que  i,  3  Test 
dc    12   lieures  plus  que   2,    et  4  de   24  heures   plus  cpie  3.      Grossissement    lineaire 

de   500  fois. 

La  formation  des  spores  est  toujours  precedee  d'une  forma- 
tion de  glycogene  dans  les  filaments  myceliens.  Mais  cette  sub- 
stance n'est  pas  toujours  egalement  repartie  dans  les  cellules : 
Ce  sont  les  grosses  cellules  spheriques  qui  en  sont  le  plus  lar- 
gement  pourvues,  aussi  bien  avant  que  pendant  la  sporulation; 
mais  la  quantite  de  glycogene  diminue  graduellement,  si  bien 
que,  soumises  au  traitement  par  le  iodure  de  potassium  iode,  les 
cellules  renfermant  des  spores  mi'ires,  ne  montrent  plus  la  moindre 
trace  de  ghcogene. 

Dans  les  conditions  n^cessaires  a  la  formation  de  spores,  on 
observe  assez  frequemmeiit,   —  mais  pas  toujours,  loin  de  la,  — 
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un  autre  phenomene,  a  savoir,  les  formations  de  fusion.  Le  plus 
souvent  on  les  rencontre,  lorsqu'on  cultive  le  champignon  en 
minces  couches  d'eau  dans  des  flacons  Freudenreich. 


Fig.  8.     Variations  de  forme  et  de  grandeur  des  asques  et  du  nombre  des  spores. 

I — 5  montrent  des  asques  developpes  intercalairement,  6 — 9,  des  chaines  d'asques. 

En  4,  on  voit  un  asque  de  formation  intercalaire  n'ayant  qu'une  spore;    en  9,   un 

petit  asque  avec  2  spores.     Grossissement  lineaire  de  500  fois. 

Les  differentes  categories  de  cellules  peuvent  fusionner  (Fig. 
9).  J'ai  observe  la  fusion  de  deux  cellules  spheriques  (Fig.  9,  2), 
celle  d'une  cellule  spherique  et  d'une  cellule  voisine  dans  le 
filament  mycelien,  comme    aussi    celle    de    deux    cellules  voisines 
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dans  le  filament  mycelien  lui-meme.  Dans  ce  dernier  cas, 
les  fusions  sont  en  forme  d'oeil  et  de  fronde  («Schnallen»  de 
Hoffmann)  —    (Fig-  9,  s,  e).     Dans    mes    recherches    relatives    a   la 


Fig.  9.  Formations  de  fusion,  i  et  2  inontrent  la  fusion  de  deu.x  ascjues  non 
encore  murs,  3  et  4  celle  entre  un  asijue  du  meme  genre  et  une  cellule  de  my- 
celium (|ui  est  a  cote;  5  et  6,  montrent  des  fusions  en  forme  d'anl  et  de  fronde 
("Schnallenbildunj;*  de  Hoffmann);  7,  fusion  de  deux  endospores  d'une  meme 
tetrade,  et  8,  fusion  de  deux  fdamcnts  myccliens.   Grossissement  lineaire  de  500  fois. 

germination,  j'eus  a  observer  la  fusion  de  deux  endospores  d'une 
meme  tetrade  (Fig.  9,  7)  et  celle  de  deux  filaments  myceliens  (Fig. 
9,  s).  Les  fusions  n'ont  cependant  aucune  influence  bien  marquee 
sur  la  formation  des  spores  et  ne  sont,  en  tons  cas,  pas  neces- 
saires  pour  cette  fonction.  C'est  ainsi  que,  dans  les  chambres 
Hottcher,  on  no  voyait  auruiu'  fusion  et  que,  neaniuoins,  les 
asques  et  les  spores  s'y  developpaiont  en   f^^raiule  qn.uitite. 
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En  ce  qui  concerne  la  formation  d'endospores  par  ensemen- 
cement  de  morceaux  de  mycelium  dans  de  leau,  il  est  encore 
a  remarquer  que,  pour  I'accomplissement  de  cette  fonction,  I'acces 
de  I'air  est  d'une  importance  toute  particuliere.  C'est  ce  que  Ton 
a  pu  constater  en  faisant  la  comparaison  de  la  marche  des  choses, 
suivant  qu'elles  se  passaient  dans  des  preparations  microscopiques 
ordinaires,  dans  des  chambres  Ranvier,  ou  dans  des  chambres 
Kottcher. 

Pour  mes  recherches  sur  la  formation  de  spores,  je  me  suis 
servi  pour  I'ensemencement,  ainsi  qu'il  a  ete  dit  plus  haut,  non 
seulement  de  morceaux  de  mycelium,  mais  aussi  de  cellules  de 
levure  et  de  conidies  en  forme  de  pepins  de  raisins.  Dans  ce 
cas,  en  outre  des  methodes  precedemment  mentionnees,  j'ai  eu 
recours  aux  cultures  sur  blocs  de  platre.  Dans  ces  formations- 
la,  cependant,  la  sporulation  n'etait  jamais  directe.  Elle  ne  se 
produit  que  lorsque  les  cellules  de  levure  et  les  conidies  semees 
ont  developpe  un  mycelium  et  que  celui-ci  a  donne  naissance  a 
de  nouvelles  cellules  de  levure;  c'est  dans  ces  dernieres  que  se 
developpent  alors  les  spores.  L'Endomyces  fibuliger  se  trouve 
done,  sous  ce  rapport,  en  desaccord  manifeste  avec  les  Saccharo- 
mycetes. 

Continuant  mes  recherches,  j'ai  pris  pour  point  de  depart 
les  cellules  de  levure  et  les  conidies  en  forme  de  pepins  de 
raisins,  dans  le  but  de  mettre  en  lumiere  la  maniere  dont  elles 
se  comportent  au  point  de  vue  morphologique.  En  ce  qui  con- 
cerne cette  question,  j'ai  observe  ce  qui  suit: 

Cultivees  dans  de  petites  quantites  d'eau,  par  ex.  en  cul- 
tures dans  des  gouttelettes,  les  cellules  de  levure  se  multiplient 
abondamment  par  bourgeonnement.  II  en  resulte  de  grandes 
colonies  qui  sont  le  plus  souvent  tout  a  fait  depourvues  de  fila- 
ments myceliens.  On  peut  arriver  ainsi  a  obtenir  une  «vegetation 
de  levure»  pure.  Je  I'obtins  dans  mes  nombreux  essais  d'ense- 
mencement  en  cultures  en  gouttelettes,  et  j'eus  aussi,  reguliere- 
ment,  le  meme  resultat  en  remplagant  la  liqueur  nutritive  (mout 
houblonne  etendu  d'egales  parties  d'eau,  dont  j'ai  parle  prece- 
demment) par  de  I'eau  de  levure;  mais  il  n'en  fut  plus  de  meme, 
lorsque  j'operai  la  culture  dans  des  quantites  plus  considerables 
de  liqueur  nutritive^;,  ou  sur  un  milieu  solide,  milieu  sur  lequel 


*j  Dans    de   plus   grandes   quantites   d'eau  de  levure,   les    cellules   de   levure  se 
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les  cellules  de  levure,  au  cours  de  leur  croissance,  forment  le 
plus  souvent  un  mycelium  filamenteux.  Placees  dans  les  memes 
conditions,  les  conidies  en  forme  de  pepins  de  raisins  ont  tou- 
jours  subi  le  meme  developpement:  Dans  quelques  cas,  elles  for- 
maient  directement  des  filaments  myceliens,  tandis  que  dans 
d'autres  cas,  elles  n'en  produisaient  qu'  apres  un  bourgeonnement 
prealable;  mais  les  cellules  formees  par  ce  bourgeonnement 
n'avaient  jamais  la  forme  de  la  cellule-mere,  mais  ressemblaient 
aux  cellules  de  levure.    Quant   aux    cellules    en  forme  de  pepins 

/. 

""^  2. 


Fig.    lo.      I    montre    le    bourgeonnement    et    un    commencement    de    formation    de 

mycelium,    formation   developpee  par  ensemencement  de  cellules  de   levure  dans  de 

I'eau.      2   montre   un   developpement  d'asques    dont   a  renferme  des  spores  depour- 

vues  de   filet  saillant.      Grossissement  lineaire  de   500  fois. 

de  raisins,  je  ne  les  ai  vues  se  developper  que  directement  sur 
le  mycelium.  Je  crois  avoir  observe,  en  outre,  une  difference, 
quant  a  I'aspect  du  plasma,  entre  ces  dernieres  cellules  et  celles 
que,  precedemment,  j'ai  appelees  «cellules  de  levure»;  je  ne  peux 
toutefois  pas  entrer  plus  avant  dans  cette  question.  Ayant  seme 
dans  de  I'eau  des  cellules  de  levure  et  des  conidies  en  forme  de 
pepins  de  raisins,  j'ai  fait  les  observations  suivantes: 

La  semence  des  cellules  de  levure  provenait  d  une  culture 
en  gouttelettes,  celle  des  conidies,  d'une  vieille  culture  sur  agar. 
Pendant  deux  mois,  ces  dernieres  ne  laisserent  voir  aucune  trace 
de  developpement,  tandis  que,  au  contraire,  les  cellules  de  levure 
se  multipliaient  et  formaient  de  petits  myceliums  composes,  en 
partie,  de  courts  filaments  munis  de  cloisons  transversales  bien 
accusees,  et  en  partie  de  cellules  bourgeonnantes.    Sur  crs  petits 


transformenl  en    frlamciits   myceliens,   ct  la   sporulation   a   lion.      1  ,'en><emcnce 
nicnt  (le  ces  cellules  sur  blocs  de   nlatre  a  doniic  lieu  ii  In  memo  observation. 
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myceliums,  on  voyait  se  former  des  cellules  ayant  un  plasma 
dense  et  riche  en  graisse,  et  dans  beaucoup  de  cas,  ces  petits 
myceliums  montraient  une  tendance  a  former  des  asques,  le  plus 
souvent  cependant,  sans  aboutir  a  la  sporulation,  et  les  spores 
exceptionnellement  formees  etaient  particulierement  petites,  et  la 
plupart  du  temps,  elles  n'avaient  pas  la  forme  de  chapeau  (Fig. 
lo,  1, 2j.  En  general,  leur  developpement  restait  faible  et  elles 
ne  tardaient  pas  a  perir. 

Les  cellules  en  forme  de  pepins  de  raisins  ont  un  plasma 
dense  et  riche  en  graisse,  et  se  developpent  toujours  conjointe- 
ment  avec  le  mycelium.  Sous  leur  forme  la  plus  pure  et  en 
quantite  particulierement  abondante,  elles  se  developpent,  en  cul- 
tures sur  milieu  nutritif  solide,  sur  des  hyphes  aeriennes  et  don- 
nent  aux  cultures  d'un  certain  age  une  blancheur  eclatante. 
Arrivees  a  cette  phase  d'evolution,  on  les  voit  le  plus  souvent 
coUees  ensemble  et  formant  des  tas;  et,  au 'microscope,  on  aper- 
^oit  une  enveloppe  (Fig.  6,  2  a)  qui  les  entoure,  et  qui  rappelle  le 
reseau  gelatineux  qu'on  rencontre  chez  les  Saccharomycetes.  On 
peut  la  considerer,  peut-etre,  comme  une  formation  preservative. 
Je  n'ai  pas  reussi  a  approfondir  la  nature  de  cette  formation; 
j'ajouterai  seulement  que  si  Ton  chaufife  la  preparation,  on  voit 
I'enveloppe  se  detacher  des  cellules  pour  se  dissoudre  peu  a  peu. 
Ces  cellules,  de  meme  que  les  endospores,  peuvent  etre  regardees 
comme  les  dernieres  etapes  de    revolution    de    ce    champignon. 

Les  cellules  de  levure  varient  beaucoup  quant  a  la  forme  et 
a  la  grandeur;  le  plus  souvent,  elles  sont  oblongues  ou  allongees. 
.  Elles  se  developpent  abondamment  pendant  la  croissance  du 
champignon  dans  le  milieu  nutritif  liquide,  et  surtout  a  la  suite 
de  I'ensemencement  de  morceaux  de  mycelium  dans  de  minces 
couches  d'eau;  elles  sont  les  precurseurs  du  developpement  de 
nouveaux  filaments  myceliens.  En  meme  temps,  elles  se  multi- 
plient  largement  par  bourgeonnement. 

En  prenant.  comme  point  de  depart,  les  conidies  et  les 
autres  cellules  de  levure  —  dans  des  conditions  appropriees  — , 
on  peut  obtenir  la  suite  complete  du  developpement  de  ce  cham- 
pignon, y  compris  les  spores. 

Nous  avons  vu  que  les  conidies  en  forme  de  pepins  de 
raisins  se  developpent  surtout  sur  des  hyphes  aeriennes  et  que, 
de  meme  que  les  spores,  elles  semblent  etre  appropriees  a  con- 
server  I'espece  dans  des   conditions    defavorables.     Ce  qui  plaide 
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en  faveur  de  cette  hypothese,  c'est  I'aspect  du  plasma  et  I'exis- 
tence  de  I'enveloppe  dont  nous  venons  de  parler,  comme  aussi 
la  force  de  resistance  dont  font  preuve  ces  cellules  dans  des 
circonstances  peu  propices.  Ainsi  que  nous  I'avons  dit,  les  cel- 
lules de  levure  apparaissent  abondamment  surtout  dans  les  milieux 
nutritifs  liquides.  EUes  peuvent  etre  considerees  comme  une 
fructification  servant  a  la  propagation  et  a  la  regeneration  des 
parties  vegetatives. 

Au  cours  des    recherches    precedemment   relatees,  j'eus  I'oc 
casion    de   faire    quelques    autres    observations   que  je  vais  egale- 
ment  exposer. 

L'Endomyces  fibuliger  est  assez  sensible  quant  a  la  nature 
du  milieu  nourricier  dans  lequel  il  doit  se  developper.  Sur  le 
mout  additionne  de  gelatine,  il  forme  des  colonies  d'une  blan- 
cheur  eclatante;  par  contre,  sur  le  mout  additionne  d'agar  ou 
tout  a  la  fois  d'agar  et  de  gelatine,  elles  sont  couleur  chocolat. 
A  la  surface  d'une  gelatine  pure  a  15  Vo,  il  ne  se  developpe  pour 
ainsi  dire  pas  de  mycelium  sensible,  et  celui  qui  apparait  sur 
I'eau  de  levure  gelatinee,  est  d'un  developpement  bien  faible. 
Dans  ces  deux  derniers  cas,  la  gelatine  s'est  liquefiee  tres  rapi- 
dement,  ce  qui  a  lieu  egalement,  bien  qu'un  peu  plus  tard,  pour 
le  mout  gelatine.  Dans  ce  casci,  dans  des  cultures  anciennes, 
lorsque  la  liquefaction  est  complete,  il  se  forme  un  voile  fort 
delicat  et  d'une  blancheur  eclatante  qui,  tant  au  point  de  vue 
de  son  mode  de  formation  qu'a  celui  de  sa  constitution,  ne  pre- 
sente  aucune  ressemblance  avec  celui  forme  sur  milieu  nutritif 
liquide  par  les  veritables  Saccharomycetes  a  formation  de  voile 
(Willia,  Pichia)  et  par  le  Mycoderma.  Cette  vegetation,  qui  dif- 
fere  si  completement  de  I'aspect  ordinaire  de  I'Endomyces  fibu- 
liger, se  maintient  a  la  surface  du  liquide,  dont  le  poids  speci- 
fique  est  superieur.  En  I'examinant  au  microscope,  on  y  de- 
couvre  frequemment  les  conidies  coUees  ensemble  entourees  de 
leur  enveloppe  et,  a  cote  d'elles,  on  apergoit  des  endospores  et 
des  testes  de  filaments  myceliens  morts.  Cet  ensemble  a  tout  a 
fait  I'aspect  de  celui  que  presentent  au  microscope  les  cultures 
anciennes  sur  le  mout  melange  d'agar,  avec  ou  sans  gelatine, 
milieux  qui  ne  se  liquefient  pas.  Le  pouvoir  peptonisant  de  ce 
champignon  est  tres  fort  a  la  temperature  de  25  °  C.  Cultiv^ 
sur  le  riz,  I'lMidomyces  fibuliger  se  developpe  passablement  bien, 
mais    il    ne    montre    pas    d'action    diastatique.     De  meme  aussi 
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dans  les  milieux  liquides,  il  se  comporte  differemment.  Dans 
I'eau  et  I'eau  de  levure,  on  constate  une  formation  d'endospores; 
dans  le  mout  fortement  etendu,  une  abondante  formation  de 
chlamydospores:  dans  le  mout  additionne  de  4*^/0  d'acide  tar- 
trique,  le  developpement  reste  faible.  Ce  champignon  fait  inter- 
vertir  le  saccharose.  Du  reste,  quant  a  la  teneur  en  enzymes, 
je  renvoie  le  lecteur  au  memoire  precite  de  Lindner,  ainsi  qu'a 
la  nouvelle  communication  qu'il  a  I'intention  de  faire. 


Soug  le  nom  d'Endomyces,  on  designe  dans  la  litterature, 
en  outre  de  I'espece  decouverte  par  Lindner,  huit  autres  cham- 
pignons, a  savoir:  Endomyces  albicans  (Robin),  coprofilus  Massee 
et  Salmon,  decipiens  Tulasne,  meliolincola  Rehm,  Magnusii  Lud- 
wig,  parasiticus  Fayod,  scytonematum  Zukal  et  vernalis  Ludwig. 
Parmi  ces  especes,  I'E.  decipiens,  le  meliolincola,  parasiticus  et 
scytonematum  apparaissent  comme  des  formes  parasites,  TE.  ver- 
nalis et  Magnusii  furent  decouvertes  par  Ludwig  dans  le  mucilage 
des  arbres  qui  etait  entre  en  fermentation,  IE.  albicans  est  le 
champignon  du  muguet,  et  I'E.  coprofilus  se  trouve  dans  le  fumier 
de  cheval.  La  description  de  la  plupart  de  ces  especes  laisse 
beaucoup  a  desirer  et,  au  point  de  vue  morphologique,  nos  con- 
naissances  du  genre  Endomyces  sont,  en  general,  bien  rudimen- 
taires.  Les  notes  bibliographiques  qui  se  trouvent  a  la  fin  du 
present  memoire,  sont  aussi  completes  qu'il  ma  ete  possible  de 
les  etablir.  Tout  ce  qui  a  rapport  a  la  morphologie  des  Endo- 
mycetes,  autant  qu'elle  est  connue  jusqu'a  ce  jour,  se  trouve 
consigne  dans  les  travaux  deja  cites  de  Tulasne,  de  de  Bary, 
de  Re  ess,  de  Rrefeld  et  de  Lindner,  travaux  auxquels  je 
renvoie  de  preference  mes  lecteurs. 

Les  renseignements  morphologiques  les  plus  importants  sur 
I'espece  qui  est  devenu  le  type  du  genre  Endomyces,  a  savoir 
I'E.  decipiens,  sont  dus  a  Tulasne,  de  Bar}'  et  Reess.  Cette 
espece  fut  etablie  par  Tulasne  sous  le  nom  de  Hypomyces  de- 
cipiens. Reess  a  decrit  la  germination  des  spores  en  forme  de 
chapeau,  germination  qui,  selon  lui,  se  fait  par  tube  germinatif. 
Brefeld,  reprenant  les  re'cherches  de  ces  savants,  arrive  aux 
memes  resultats  et  ajoute  que  les  asques  se  trouvent  toujours  sur 
de  petites  branches  laterales  partant  des  filaments  myceliens;  qu'ils 
ne  se  developpent  jamais  intercalairement,  et  qu'ils  ne  forment  pas 
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de  chaines.  II  dit,  en  outre,  que  les  spores  sont  invariablement  au 
nombre  de  4;  mais  de  Bary  dit  expressement  qu'un  asque  peut 
quelquefois,  bien  que  rarement,  renfermer  5  spores.  Brefeld 
mentionne,  en  outre,  la  formation  d'oidies  et  de  chlamydospores: 
la  premiere  de  ces  formations  apparait  principalement  lorsque  les 
filaments  m}xeliens  croissent  en  I'air.  C'est  la  un  phenomene 
normal  qu'il  a  observe  regulierement,  quelles  qu'aient  ete  les 
methodes  de  culture  employees.  Dans  de  fortes  quantites  de 
liqueur  nutritive  les  oidies  forment  un  voile  qui  presente  une 
grande  ressemblance  avec  celui  forme  par  TOidium  lactis.  Les 
descriptions  et  figures  de  Brefeld  et  de  ses  devanciers,  nous 
amenent  tout  naturellement  a  cette  conclusion  que  la  spore  n'a 
qu'une  seule  membrane  et  que  ce  champignon  ne  se  reproduit 
jamais  par  bourgeonnement. 

Les  recherches  de  Brefeld  se  sont  egalement  portees  sur 
IE.  Magnusii.  A  ce  sujet,  il  dit  que  les  spores  de  ce  cham- 
pignon ont  une  double  membrane,  et  que  I'exosporium  presente 
de  petites  excroissances  ayant  la  forme  de  verrues;  pas  plus 
dans  cette  espece  que  dans  I'autre,  il  n'a  pu  observer  la  forma- 
tion de  cellules  de  levure. 

Comme  on  a  pu  le  voir,  IE.  fibuliger  se  distingue  de  I'E. 
decipiens  en  ce  que  la  forme  et  la  grandeur  de  ses  asque s, 
ainsi  que  leur  position  sur  le  mycelium,  ne  sont  pas  bien 
determinees,  comme  aussi,  en  ce  que  le  nombre,  la  forme 
et  la  grandeur  de  ses  spores  ne  presentent  pas  la  re- 
gularite  qui  existe  chez  I'E.  decipiens  et  I'E.  Magnusii. 
J'ajouterai  encore  que  I'E.  fibuliger  accuse  une  tendance 
des  plus  prononcees  au  bourgeonnement  et  que  ses  fila- 
ments myceliens  ne  se  divisent,  pour  ainsi  dire,  jamais  de  la 
maniere  caracteristique  qu'on  remarque  chez  I'E.  decipiens  et  I'E. 
Magnusii.  11  est  vrai  que,  dans  des  cultures  de  IE.  fibuliger, 
on  peut  parfois  observer  des  morceaux  de  mycelium  rectangu- 
laires,  situes  les  uns  a  cote  des  autres;  mais  ceux-ci  sont  tres 
differents  de  ce  que  Ton  remarque  chez  TOidium  lactis,  ainsi 
que  des  dessins  que  Brefeld  a  donnes  des  formations  analogues 
chez  I'E.  decipiens  et  I'E.  Magnusii.  Dans  les  cultures  de 
I'E.  fibuliger  en  milieu  liquide,  on  n'a  jamais  pu  aper- 
cevoir  de  voile:  celui-ci  n'a  ^te  observe  que  sur  la  gelatine 
liquefiee. 

L'Endomyces  fibuliger  peut  etre   considerc    comme    un    type 
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intermediaire  entre  les  Saccharomycetes  et  les  Endomycetes. 
Par  sa  predisposition  tres  marquee  au  bourgeonne- 
ment,  par  les  irregularites  que  presentent  ses  asques 
et  ses  spores,  et  par  son  pouvoir  fermentatif,  il  se 
rapproche  des  Saccharomycetes;  mais  il  se  distingue 
de  cette  famille  en  ce  que  ses  asques  ne  se  develop- 
pent  qu'  apres  une  formation  prealable  de  mycelium, 
et  en  ce  que  ses  spores  germent  aussi  bien  par  tube 
germinatif  que  par  bou rgeonnement. 

En  ce  qui  concerne  les  caracteres  systematiques  de  la  famille 
des  Saccharomycetes,  nous  nous  sommes  base,  dans  ce  memoire, 
sur  I'ouvrage  de  E.  Chr.  Hansen:  '<Grundlinien  zur  Systematik 
der  Saccharomyceten»  (Centralbl.  f.  Bakt.,  Par.  u.  Inf.,  2.  Abt., 
12,  529  (1904)).  Parmi  les  especes  appartenant  a  cette  famille, 
celle  qui  se  rapproche  de  plus  pres  de  I'E.  fibuliger,  c'est  la 
Willia  anomala,  espece  dont  Hansen  avait  fait  I'objet  de  re- 
cherches  speciales  et  qu'il  prenait  comme  type  du  genre  Willia. 
D'apres  la  description  et  les  dessins  qu'il  en  a  donnes,  ses  spores 
ne  sont  pourvues  que  d'une  seule  membrane,  et  leur  germination 
s'opere  uniquement  par  bourgeonnement  (Comptes-rendus  du  Lab. 
de  Carlsb.,  3,  44  (1891)).  J'ai  soumis  ces  phenomenes  a  un  ex- 
amen  approfondi,  portant  sur  un  grand  nombre  de  spores  du 
champignon  ci-dessus  nomme,  et  je  suis  arrive  au  meme  resultat 
que  Hansen.  On  voit  done  que,  d'une  part,  I'E.  fibuliger  pre- 
sente  une  certaine  analogic  avec  la  genre  Willia  et  que,  sous 
d'autres  rapports,   il  en  differe  considerablement. 


C'est  sur  la  proposition  de  M.  le  Professeur,  D'  Hansen, 
que  je  me  suis  livre  aux  recherches  dont  je  viens  de  faire  I'ex- 
pose.  Je  suis  heureux  de  lui  presenter  ici  I'expression  de  ma 
vive  gratitude  pour  les  bienveillantes  instructions  qu'il  m'a  pro- 
diguees.  De  meme,  je  me  fais  un  plaisir  d'adresser  a  M.  Alb. 
Klocker,  attache  au  Laboratoire  de  Carlsberg,  mes  sinceres 
remerciements  pour  le  precieux  concours  qu'il  a  bien  voulu  me 
preter  au  cours  de  mes  recherches,  et  pour  I'extreme  obligeance 
qu'il  a  mise  a  traduire  en  danois  le  present  memoire. 

•  Decembre  igoS. 
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ENDOMYCES  JAVANENSIS  NOV.  SP. 


PAR 

ALB.  KLOCKER. 


La  vegetation  se  compose  en  partie  de  cellules  de  levure,  et 
en  partie  de  mycelium.  A  la  temperature  de  la  chambre  et 
a  25°  C,  la  plus  grande  partie  des  cellules  d'une  jeune  vegeta- 
tion dans  du  mout  de  biere  (13%  Balling)  a  la  forme  de  citron; 
mais  on  y  rencontre  aussi  beaucoup  de  cellules  en  forme  de 
fuseau,  d'autres  qui  sont  ellipsoides  ou  spheriques,  d'autres  encore 
en  forme  de  saucisse  ou  tres  allongees,  bref,  toutes  les  formes 
de  cellules,  pour  ainsi  dire.  Les  cellules  de  levure  forment  bien 
vite  un  mycelium  typique,  mum  de  cloisons  transversales  bien 
distinctes  (Fig.  i).  La  grandeur  des  cellules  de  levure  est  tres 
variable;  en  moyenne,  les  cellules  en  forme  de  citron  de  la  jeune 
culture  ont  une  longueur  de  7  a  9  //  d'une  extremite  a  I'autre. 
A  des  temperatures  plus  elevees  (32  a  36^  C),  la  forme  des  cel- 
lules est  essentiellement  la  meme;  a  10°  C,  on  voit  beaucoup 
de  cellules  spheriques  qui  sont  un  peu  plus  grandes  que  celles 
formees  a  la  temperature  de  la  chambre. 

Etant  donne  que  ce  champignon  se  developpe  beaucoup 
plus  vite  dans  un  melange  a  egales  parties  de  mout  de  biere 
(i3°/o  Balling)  et  d'eau  que  dans  du  mout  non  melange,  j'ai  de- 
termine, comme  suit,  les  limites  de  temperature  pour  la  crois- 
sance  vegetative  dans  un  moiit  ainsi  etendu :  Maximum  36  a 
38''  C,  minimum   5   a   10"  L. 

Les  spores  (Fig.  2)  sont  ellipsoides  ou  presentcnt 
la  forme  dune  boule  legerement  aplatie;  I  cur  mem- 
brane est  garnie  de  petites  Elevations,  plus  ou  mo  ins 
distinctes;  on  pent  toutefois  en  rencontrer  quelqucs-unes  qui 
sont  tout   unics,  ou   peu  s'en   faut.      I'n   filet  tres  saillant   en- 
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toure  le  milieu  de  la  spore;  cependant,  ce  filet  peut  quel- 
quefois  se  trouver  deplace  au  point  de  donner  a  la  spore  presque 
la  forme  de  chapeau  (Fig.  2  a');  il  en  est  surtout  ainsi  lorsqu'il 
y    a   deux    spores    dans    un    asque.     Les    dimensions    de  la  spore 


f 


Fig.  I.  Endomyces  javanensis  n.  sp. 
Formes  de  croissance  vegetative:  Cellules  de  levure  et  mycelium,  a  provient 
d'une  vegetation  qui  s'etait  developpee  dans  I'eau  de  condensation  sur  I'eau  de 
levure  gelatinee;  b,  d'une  vegetation  en  mout  etendu  en  chambre  Ranvier,  et  c, 
d'une  vegetation  sur  eau  de  levure  gelatinee;  les  autres  cellules  proviennent  de 
cultures  en  mout  etendu  en  flacons  Freudenreich.  s  montre  les  bourgeons  lateraux 
caracteristiques.      Grossissenient   lineaire  d 'environ    lOOO  fois. 

sont  les  suivantes:  3  a  4,5  it  de  long  et  2  a  3  //  de  large.  Elle 
n'a  qu'une  seule  membrane.  La  formation  des  spores  est  extra- 
ordinairement  abondante,  aussi  bien  dans  diverses  liqueurs  nu- 
tritives que  sur  milieu  solide  et  sur  blocs  de  platre.  EUes  ap- 
paraissent  et  dans  les  cellules  de  levure  et  dans  le  mycelium.    II 
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n'existe  pas  d'asques  differencies.  Les  limites  de  temperature 
pour  leur  developpement  sur  blocs  de  platre  apres  culture  pre- 
alable  dans  du  mout  additionne  d'egale  partie  d'eau,  sont  les 
suivantes:  Maximum  34  a  36*^  C,  minimum   5   a   lO*'  C. 


Fig.  2.  Endomyces  javanensis  n.  sp. 
Cellules  de  levure  et  mycelium  avec  endospores.  a,  provient  d'une  vegetation 
dans  une  decoction  ile  pois ;  b,  d'une  vegetation  s'etant  developpee  dans  I'eau  de 
condensation  sur  eau  de  levure  gelalinee ;  c,  d'une  vegetation  sur  du  mout  gela- 
tine et  additionne  d'agar,  et  d,  de  mycelium  seme  sur  eau  de  levure  gelatinee. 
a' ,  montre  deux  spores  en  forme  de  chapeau,  s,  les  bourgeons  lateraux  caracteris- 
tiques.     Grossissement  lineaire  d'environ   1000  tbis. 


La  germination  des  spores  (Fig.  3)  a  lieu  de  deux  manieres: 
par  bourgeonnement  ou  par  formation  de  tube  germinatif. 

Dans  de  vieilles  cultures  en  moiit,  il  se  forme  a  la  surface 
du  liquide  et  longeant  la  parol  du  flacon,  un  anneau  epais  qui 
peut  s'accroitre  au  point  de  recouvrir  entierement  la  surface; 
cependant,  au  moindre  mouvement  itTiprime  au  flacon,  cette 
couverture  muqueuse  tombe  au  fond. 

Les  colonies  gigantesques  sur  moiit  gelatine  ont  im  aspect 
visqueux;  leur  surface  est  fortement  plissee ,  la  partie  centrale 
legerement  enfoncee  par  suite  d'uii  commencement  de  liquefac- 
tion de  la  gelatine,  qui,  d  ailleurs,  se  fait  tres  lentcment.  Les 
cellules  disseminees  sur  mout  gelatine,  donnent  naissauce  a  des 
colonies  qui  ont,  le  plus  souvent,  I'air  d'etre  recouvertes  dun 
I6ger  duvet;  mais  pourtant  la  surface  est  humide,   l)rillante. 
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Dans  les  liqueurs  nutritives,  I'aspect  macroscopique  des  ve- 
getations rappelle  plutot  le  mycelium  des  moisissures;  cependant, 
il  suffit  de  secouer  faiblement,    pour  que  les  cellules  se  repartis- 

sent  dans  la  liqueur  qui,  de  ce 
fait,  prend  un  aspect  uniforme 
et  trouble.  ""     " 

Cette  espece  nest  pas  sus- 
ceptible de  provoquer  la 
fermentation  dans  une  solu- 
tion de  dextrose,  ni  de  faire 
invertir  une  solution  desac- 
charose. 

Je  I'ai  trouvee  dans  des  echan- 
tillons  de  terre  de  Java. 

Fig.  3.  Endomyces  javanensis  n.  sp. 
Endospores  en  voie  de  germination  en 
niout    etendu.       Grossissement     lineaire  t  '         >  „  j 

L  espece,  que  nous  venons  de 

d'environ    1000  fois. 

decrire,  se  rapproche  sous  plu- 
sieurs  rapports  de  I'Endomyces  fibuliger  Lindner:  c'est  ainsi  que 
chez  toutes  deux  Ton  rencontre  et  du  mycelium  et  une  forma- 
tion de  cellules  de  levure,  et  leurs  endospores  peuvent  germer 
aussi  bien  par  bourgeonnement  que  par  formation  de  tube  ger- 
minatif.  Par  contre,  ces  deux  especes  se  distinguent  nettement 
I'une  de  I'autre  par  la  structure  de  leurs  spores:  tandis  que  chez 
I'E.  fibuliger,  les  endospores  sont  lisses,  en  forme  de  chapeau  et 
pourvues  de  deux  membranes,  celles  de  I'E.  javanensis  presen- 
tent,  ainsi  que  nous  I'avons  vu,  une  surface  parsemee  de  petites 
elevations  et  entouree,  au  milieu,  d'un  filet  saillant;  de  plus,  des 
spores  n'ont  qu'une  seule  membrane.  En  outre,  IE.  fibuliger 
doit  necessairement  former  un  mycelium,  petit  ou  grand,  avant 
I'apparition  des  asques,  ce  qui  n'est  pas  le  cas  pour  I'E.  java- 
nensis, oil  des  spores  apparaissent  aussi  dans  des  vegetations 
depourvues  de  mycelium  et  presentant  uniquement  des  cellules 
de  levure  typiques.  Un  dernier  caractere  distinctif  est  le  fait  que 
I'E.  fibuliger  est  done  du  pouvoir  fermentatif,  pouvoir  qui  fait 
defaut  a  I'E.  javanensis:  meme  apres  un  sejour  prolonge  dans  de 
I'eau  de  levure  additionnee  de  dextrose,  cette  derniere  espece 
n'avait  pas  produit  la  moindre  trace  d'alcool. 

Nous  avons  vu  que  dans  une  jeune  vegetation  de  I'E.  java- 
nensis,  les  cellules  en  forme  de  citron  apparaissent  en  abondance. 
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Au  simple  examen  microscopique,  elles  ont  un  air  de  ressem- 
blance  avec  Saccharomyces  apiculatus;  mais  cette  ressemblance 
n'est  qu'apparente:  il  suffit  de  laisser  les  cellules  dans  du  mout 
pendant  un  temps  relativement  court  pour  voir  I'E.  javanensis 
developper  du  mycelium,  ce  qui,  comme  on  le  sait,  n'est  pas 
possible  au  S.  apiculatus,  et  de  plus,  il  ne  laisse  observer  aucun 
phenomene  de  fermentation,  contrairement  au  S.  apiculatus, 
qui  en  produit  a  bref  [delai.  Une  confusion  des  deux  especes 
n'est  done  pas  possible,  et,  d'ailleurs,  les  cellules  de  I'E.  java- 
nensis presentent  souvent  des  bourgeons  lateraux  caracteris- 
tiques,  qu'on  ne  rencontre  jamais  dans  le  S.  apiculatus  (Fig.  i  s; 
Fig.  2  s). 

Dans  certaines  circonstances,  j'ai  pu  remarquer  que  I'E.  java- 
nensis forme  exclusivement  des  cellules  de  levure  ellipsoides, 
spheriques,  ou  plutot  en  forme  de  citron,  sans  trace  de  mycelium 
(Fig.  I  c).  J'ai  fait  ces  observations  sur  des  vegetations  cultivees 
dans  des  gouttelettes  de  mout  en  chambre  Bdttcher,  comme  aussi 
sur  I'eau  de  levure  gelatinee.  Transportees  dans  de  plus  grandes 
quantites  de  liqueur  nutritive  sucree,  ces  vegetations  ne  tarderent 
pas  a  former  du  mycelium. 

La  germination  des  spores  chez  I'E.  javanensis,  soit  qu'elle 
se  fasse  par  bourgeonnement,  ou  par  formation  de  tube  germina- 
tif,  ne  parait  pas  dependre  de  causes  externes.  J'ai  vu,  en  efifet, 
des  spores  provenant  d'une  seule  et  meme  vegetation,  qui,  tout 
en  etant  voisines  dans  la  meme  preparation,  ont  germe  des  deux 
manieres. 

Ainsi  que  nous  I'avons  dit  plus  haut,  les  cellules  du  myce- 
lium de  IE.  javanensis  se  disjoignent  lorsqu'on  secoue  les  cul- 
tures dans  leurs  liqueurs  nutritives.  Les  cellules  de  levure  sont 
egalement  liees  entre  elles  d'une  fagon  tres  lache;  en  observant 
la  germination  des  spores  dans  des  chambres  Ranvier,  j'ai  vu, 
dans  le  delai  de  deux  a  trois  heures,  les  cellules  de  levure  se 
developper  et,  immediatement  apres,  se  detacher  les  unes  des 
autres.  La  disjonction  du  mycelium  donne  naissance  a  des 
chaines  ressemblant  a  TOidium  (Fig.  i).  Cette  formation  d'oidies 
se  retrouve  chez  d'autres  especes  d'Findomyces,  comme,  par  ex., 
chez  \'K.  decipiens.  Ici  encore,  on  a  affirme  avoir  trouv6  des 
chlamydospores,  formation  que  je  n'ai  pourtant  pas  observee  chez 
mon  espece,  a  nioins  que  Ton  ne  veuille  appeler  ainsi  de  vieilles 
cellules  de  levure  (|ui  se  sont  entourees  d'une  membrane  ^paissie. 
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par   analogic    avec   ce    qui    a   lieu  pour  les  cellules    durables    des 
especes  de  Saccharomyces  (»Dauerzellen«). 

Quant  a  la  litterature  necessaire  a  I'etude  de  lEndomyces, 
je  renverrai  mes  lecteurs  au  memoire  de  Dombrowski  sur 
I'E.  fibuliger,    public    dans    ces    memes  Comptes- rendus,  t.  7.  p. 


247 — 266. 
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DEUX  NOUVEAUX  GENRES 
DE  LA  FAiMILLE  DES  SACCHAROMYCETES 


ALB.  KLOCKEK. 


Debaryomyces  nov.  gen. 

La  spore  n'a  qu'une  seule  membrane.  Sa  surface  est  par- 
semee  de  tres  petites  elevations. 

Debaryomyces  globosus  nov.  sp. 

Les  cellules  d'une  jeune  vegetation  dans  dii  moiit  de  biere 
(13V0  Balling]  sont,  a  la  temperature  de  25^  C,  de  forme  sphe- 
rique  (Fig.  i),  4,5  a  5  /<  de  diametre.  A  d'autres  temperatures, 
la  forme  ne  change  pas.  Les  liniites  de  temperature  pour  le 
bourgeonnement  en  mout  de  biere,  sont:  Maximum  41V2  a  43**  C, 
minimum   5   a  8"  C. 

La  spore  est  globuliforme,  son  diametre  est  de  2  a  3,5  //; 
sa  surface  presente  de  tres  petites  elevations,  qui  ne  sont  visibles 
qu'a  de  forts  grossissements  (Immersion) ;  au  centre,  on  voit  una 
bouie  de  graisse  (?)  (Fig.  2).  Dans  la  grande  majorite  des  cas, 
il  ne  se  forme  qu'une  seule  spore  dans  une  cellule;  une  seule 
fois,  j'en  ai  observe  deux.  Elles  se  developpent  abondamment 
sur  bloc  de  platre,  a,  par  ex.,  32^  C,  apres  une  culture  prealable 
des  cellules  dans  du  mout.  Dans  ces  conditions,  les  limites  de 
temperature  pour  la  formation  des  spores,  sont  les  suivantes : 
Maximum  34  a  36°  C,  et  minimum   env.    14''  C. 

Au  bout  dun  mois,  a  la  temperature  ordinaire  du  labora- 
toire,  les  colonics  gigantesques  sur  mout  gelatine  sont  dun  blanc 
grisatre  et  ressemblent  a  de  la  cire;  le  bord  en  est  presque  en- 
tierement  uni,  la  partie  centrale  s'eleve  legerement,  et  sa  couleur 
est  plus   blanche. 
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Sur  le  mout,  il  n'v^  a  pas  de  formation  de  voile,  ou,  s'il  y 
en  a,  ce  voile  est  extremement  mince  et  presque  imperceptible; 
une  legere  formation  d'anneau  de  levure  ne  se  fait  remarquer 
qu'apres  un  repos  assez  prolonge. 

Cette  espece  fait  fermenter  le  dextrose,  mais,  par  contre,  ni 
le    maltose,    ni    le    lactose.     Elle    fait    intervertir    rapidement    et 


v-'^^ 


t)^^ 


Fig.  I.       l)ebaryomyces  globosus  n.  sp.  Fig.  2.    Debaryomyces  globosus  n.  sp. 

Cellules  vegetalives  dans  une  jeune  vege-  Cellules  avec  endospores  provenant  d'une 

tation   en   mout  de  biere.    25**  C.  culture  sur  bloc  de   platre. 

Grossissement  lineaire  d'env.    1000  fois.  Grossissement  lineaire  d'env.    1000  fois. 

energiquement  une  solution  aqueuse  de  saccharose,  et  y  provoque 
une  fermentation. 

A   la  temperature  de  25 '^  C,    la    croissance    a   lieu    assez    ra- 
pidement  dans    le    moiit,    et    ici    encore,    une    fermentation  assez 
rapide  se  produit.   Dans  du  mout  d'environ 
'-\  13 '^/o  Balling,    apres    5    jours,  a    25°   C,    il 

@      ^^V  s'etait  forme   1,25  Vo  d'alcool   en  volume,  et 

'^       ^f  apres    8   jours,    a    cette    meme    temperature, 

1,3  °/o  d'alcool  en  volume. 

Pig.  3.    Debaryomvces 

o-iobosus  n    sp.  Cette    espece    a    ete    trouvee    dans    un 

a,  est  une  spore  detachee,    echantillon    de    terre    provenant   de    I'ile   S* 

b.  la  meme  spore,  24  heu-    Thonias  (Antilles  danoises). 
res    plus    tard,    gonflee  et 

en  plein  bourgeonnemenl. 
Grossissement  lineaire 

d'env.  1000  fois.  Chez   I'espece    qui    nous   occupe  ici,  la 

forme  cellulaire  est  tres  constante:  elle  ne 
parait  etre  influencee  ni  par  la  temperature,  ni  par  le  milieu 
nourricier.  Par  contre,  la  temperature  est  peut-etre  susceptible 
d'exercer  quelque  influence  sur  la  grandeur  des  cellules:  a  env. 
40^  C,  celles-ci  paraissent  grossir  quelque  peu.  Dans  de  vieilles 
cultures  en  mout,  on  peut  aussi  rencontrer  beaucoup  de  cellules 
ayant  un  diametre  de  7  a  8  //. 

Aiiisi    que    nous    I'avons    dit,    la   surface    des    spores  est  par- 
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semee  de  tres  petites  elevations  (Fig.  2).  Lorsque  la  spore  est 
sur  le  point  de  germer,  elle  se  gonfle  —  comme  cela  se  fait 
generalement  chez  les  Saccharomycetes  — ,  et  ce  gonflement  a 
pour  effet  de  faire  disparaitre  les  elevations.  La  germination 
s'opere  par  bourgeonnement  ordinaire  (Fig.  3). 

Dans  la  plupart  des  cas,  les  spores  se  rencontrent  dans  des 
cellules  reliees  entr'elles  par  un  col  etroit  (Fig.  2).  II  est  pro- 
bable que,  dans  ces  cas-la,  une  fusion  entre  deux  cellules  s'est 
produite  avant  la  sporulation.  Ces  cellules,  ainsi  fusionnees,  ren- 
ferment,  soit  une  spore  dans  chacune  d'elles,  soit  une  dans  seule- 
nient  I'une  d'elles,  et  meme,  parfois,  n'en  renferment  pas  du  tout. 
On  peut  aussi  rencontrer  des  cellules  solitaires  renfermant  des 
spores,  done  la  oil  il  n'est  pas  du  tout  question  de  fusion  (Fig. 
2).  En  consequence,  la  fusion  n'est,  en  tout  cas,  pas  necessaire 
a  la  sporulation. 


Schwanniomyces  nov.  gen. 

La  spore  n'a  qu'une  seule  membrane.  Sa  surface  est  pour- 
vue  de  tres  petites  elevations  et  d'un  filet  saillant.  Lors  de  la 
germination,  I'une  des  moities  de  la  spore  se  gonfle  seule,  et 
c'est  de  la  que  le  bourgeonnement   s'opere. 

Schivannioniyces  occidentalis  nov.  sp. 

Les  cellules  d'une  jeune  vegetation  dans  du  mout  de  biere 
a  25''  C,  sont,  le  plus  souvent,  ellipsoides  ou  spheriques,  et  out 
un  diametre  de  5  a  10  //;  ce  n'est  que  tres  rarement  que  Ion 
en  rencontre  ayant  la  forme  de  saucisse  allongee  (Fig.  4).  A 
36^  C,  et  au  voisinage  de  cette  temperature,  les  cellules  sont 
presque  toutes  spheriques;  a  S'^  C,  elles  sont  ellipsoides,  legere- 
ment  allongees.  Les  limites  de  temperature  pour  le  bourgeonne- 
ment en  modt,  sont:  Maximum  36  a  38  *'  C,  minimum  en\-. 
3V2"  C. 

La  spore  a  la  forme  d'une  boule  legerement  aplatie  (noix), 
et  une  longueur  de  3  a  4,5  //.  Un  filet  saillant  entoure  le  milieu 
de  la  spore,  et  les  tres  petites  elevations  dont  sa  surface  est  re- 
couverte,  la  rendent  rugueuse;  ces  elevations  ne  sont  visibles 
qu'a  de  forts  grossissements  (Immersion).  Au  centre,  se  rcmarque 
une  grosse   boule  de  graisse  (?)   (Fig.  5).      Le    plus    souxcnt.   il   no 
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se  forme  qu'une  spore  dans  une  cellule;  une  seule  fois,  j'en  ai 
observe  deux.  Apres  culture  prealable  des  cellules  dans  du  mout, 
elles  se  developpent  abondamment  en  cultures  sur  bloc  de  platre, 
soit,  par  ex.,  de  28  a  32°  C.  De  plus,  on  constate  une  forte 
sporulation,  par  ex.  sur  une  decoction  de  foin  gelatinee.  Apres 
culture    en    mout,    les    limites    de    temperature    pour    la  formation 


Fig.   4.      Schwanniomyces    occidentalis 
n.   sp.      Cellules  vegetatives  dans    une 

jeune  vegetation  en  moiit  de  biere,  25"  C. 

Grossissement  lineaire  d'env.    looo  fois. 


Fig.    5.      Schwanniomyces   occidentalis 

n.    sp.      Cellules    avec    endospores,    pro- 

venant  d'une  culture  sur  bloc  de  platre. 

a,    inontre  deu.x  cellules  sporogenes  liees 

entre  elles.      Grossissement  lineaire 

d'env.    1000  fois. 


de  spores  sur  blocs  de  platre  sont:  Maximum  34  a  36*^  C,  mini- 
mum   10  a   13*^  C. 

Apres  un  mois  de  sejour  a  la  temperature  du  laboratoire, 
les  colonies  gigantesques  sur  mout  gelatine  sont  dun  blanc  gri- 
satre,  ressemblant  a  de  la  cire,  ou  bien  elles  sont  brillantes;  leur 
bord  est  legerement  et  indistinctement  dentele;  la  partie  centrale 
s'enfonce  legerement  ou  pas  du  tout. 

Sur  de  vieilles  vegetations  dans  du  mout,  on  apercjoit  par- 
fois  un  voile  muqueux  plus  ou  moins  developpe;  souvent  aussi, 
on  constate  la  formation  d'un  anneau  de  levure  tres  epais,  parti- 
culierement  dans  des  cultures  en  mout. 

Cette  espece  fait  fermenter  le  dextrose,  mais  non  pas  le 
maltose,  ni  le  lactose.  Elle  fait  invertir  lentement  une  solution 
aqueuse  de  saccharose,  et  y  provoque  une  faible  fermentation; 
par  contre,  dans  une  solution  de  saccharose  dans  de  I'eau  de 
levure,  I'inversion  se  fait  rapidement.  Dans  du  mout,  la  crois- 
sance  est  lente,  et  la  fermentation  est  extrcmement  faible.  Ce 
n'est  qu'en  secouant,  qu'on  pent  constater  un  degagement  d'acide 
carbonique.     Dans  du  mout  a  env.    13  ^/o   Balling,    apres  5   jours 
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a  la  temperature  de  25  °  C,  il  ne  s'etait  forme  que  0,63  *^/o  d'al- 
cool  en  volume,  et  apres  8  jours  a  cette  meme  temperature, 
0,94  Vo  en  vol. 

Cette  espece  a  ete  trouvee    dans    un  echantillon  de  terre  de 
I'ile  S    Thomas  (Antilles  danoises). 


Chez    cette    espece,    la    forme   cellulaire   est   beaucoup   plus 
variable  que  chez  la  precedente;    mais  elle  n'en  peut  pas  moins, 
en    general,    etre    qualifiee    de    passablement  constante.     Dans  de 
vieilles  cultures,  qu'elles  aient  ete  faites  dans 
des  liqueurs    nutritives   ou   sur   milieux   so- 
lides,  la  plus  grande   partie  des  cellules  af- 
fectent  generalement  la  forme  spherique,  et 
parmi  celles-ci,  on  rencontre  de  nombreuses 
cellules  gigantesques  ayant  un  diametre  de 
14  a   15  /<.    Dans  les  formations  d'anneaux 
de  levure,    les    cellules  sont  egalement  glo- 
buliformes.     Toutes   ces  cellules  de  vieilles    Fig-  6.   Schwanniomyces 
cultures  possedent  une  membrane  fortement  °'^'^'"i^"tahs  n.  sp.    Spores 

i-  .  en  voie  de  germination.    En 

epaissie    et    renterment   de    grosses   gouttes  •         , 

"  °  °  a,  on  von  sur  la  partie  gon- 

d'huile;  elles  ressemblent  completement  aux  Mee  de  la  spore,  quelques- 
cellules    durables    qu'on    rencontre    chez  les  ""^s  des  elevations  de  la 

especes    de    Saccharomyces.  membrane   pres  du   filel. 

_  •         1-  Grossissement  lineaire 

Dans    un    voile    fin,    mais    distinct,  qui         ^,^^^.    ^^^^  j-^;^ 
s'etait  forme  sur  un  melange  d'eau  de  levure 

el    de    dextrose,    additionne    d'alcool,    toutes   les    cellules   etaient 
petites  et  de  forme  ellipsoide. 

La  structure  de  la  spore  est  assez  extraordinaire.  Celle-ci 
se  compose  de  deux  parties,  dont  I'une  porte  le  filet  saillant  et 
est  un  peu  plus  grande  que  I'autre  (Fig.  5).  Quant  a  la  surface, 
les  remarques  faites  a  propos  de  I'espece  precedemment  decrite, 
s'appliquent  encore  ici.  Lors  de  la  germination,  la  partie  la  plus 
petite  de  la  spore,  celle  qui  ne  porte  pas  le  filet,  se  gonfle  de 
faqon  a  donner  I'illusion  que  la  spore  etait  pourvue  de  deux 
membranes,  en  donnant  a  I'autre  partie,  la  })lus  grande,  celle  qui 
est  munie  du  filet  et  qui  n'a  pas  subi  le  gonllement,  I'air  d'un 
reste  d'exosporium  (Fig.  6).  Ce  n'en  est  pourtant  pas  le  cas. 
Lorsque,  par  le  gonflement,  la  germination,  qui  s'opere  par  bour- 
geoiuicmciit   ordinaire,   se   prepare,    les  rugosites  de  la   membrane 
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disparaissent,  ainsi  que  chez  le  Debaryomyces  globosus.  Pendant 
la  germination,  la  boule  de  graisse  qui  occupe  le  centre  de  la 
spore,  se  voit  distinctement  (Fig.   6). 

Dans  la  grande  majorite  des  cas,  la  cellule  generatrice  de 
spores  montre  sur  le  cote  un  bourgeon  un  peu  allonge,  se  rap- 
prochant  de  la  forme  de  massue  (Fig.  5).  Ce  nest  que  par  ex- 
ception que  j'ai  vu  une  cellule-fille  jointe  a  la  cellule-mere,  et 
chacune  avec  sa  spore  iFig.  5  a);  dans  ces  cas-la,  je  n'ai  remarque 
qu'a  une  de  ces  cellules  seulement,  le  bourgeon  lateral  ci-dessus 
signale. 


Les  deux  especes  que  je  viens  de  decrire,  representent  done 
deux  nouveaux  genres  de  la  famille  des  Saccharomycetes.  C'est 
la  premiere  fois  qu'on  a  trouve  des  types,  appartenant  a  cette 
famille,  dont  la  membrane  des  spores  n'est  pas  unie, 
mais  garnie  d'elevations.  Dans  la  classification  etablie  par 
E.  Chr.  Hansen^),  elles  prendront  place  dans  le  i'^''  groupe, 
immediatement  apres  le  genre  Zygosaccharomyces. 

Si  j'ai  donne  a  ces  deux  nouveaux  genres  le  nom  de  De 
Bary  et  de  Schwann,  c'est  qu'il  m'a  paru  tout  nature!  de  re- 
connaitre  ainsi  les  services  rendus  par  ces  illustres  savants  a 
I'etude  des  champignons  de   levure. 

^)  E.  Chr.  Hansen:    Grundlinien   zur   Systematik   der  Saccharomyceten  (Cen- 
tralbl.   f.   Bakt.,    Par.   u.   Inf.,    2.   Abt.,    12.    529   (1904)). 
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Introduction. 

I.  Aciditc  —  Concentration  des  ions  hydrogene.  On  sait  que  la 
Vitesse  avec  laquelle  se  passe  une  scission  enzymatique,  est  fonc- 
tion,  entre  autres,  du  degie  d'acidite  ou  d'alcalinite  du  milieu 
oil  elle  se  produit.  Le  plus  souvent  —  et  meme  presque  tou- 
jours  —  le  degre  d'acidite  ou  d'alcalinite  dans  les  reactions  en- 
zymatiques est  calcule  et  indique  d"a|)res  la  totalitc  d'acide  on 
de  base  ajoutes,  et  Ton  ne  fait  pas  toujours  entrcr  en  ligne  de 
compte  le  degre  de  dissociation  de  I'acide  ou  de  la  base  em- 
ployes, et  encore  nioiiis  la  facultc  que  possedc  la  solution  en 
question,  de  fixer  des  acides  ou  des  bases, 
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II  est  cependant  hors  de  doute  que  les  idees  actuelles  sur 
la  nature  des  solutions,  idees  fondees  sur  la  theorie  de  la  dis- 
sociation electrolytique  mise  en  avant  par  Arrhenius,  doivent 
aussi  trouver  leur  application  dans  les  cas  qui  nous  occupent. 
C'est  ainsi  que,  lorsqu'une  digestion  pepsique,  par  exemple,  a 
lieu  en  milieu  chlorhydrique  dont  la  concentration  chlorh3'drique 
totale  est  normale  au  dixienie,  il  sera  necessaire  de  tenir  compte 
de  ce  fait,  qu'un  acide  chlorhydrique  de  cette  concentration  n'a 
pas  subi  une  dissociation  complete  et  que,  par  consequent,  I'aci- 
dite  «reelle»,  designee  d'une  fagon  rationnelle  comme  concen- 
tration des  ions  hydrogene,  est  un  peu  inferieure  a  la  dite 
normalite  (o,i).  II  faut,  de  plus,  tenir  compte  des  sels,  phos- 
phates ou  autres,  que  la  solution  pourrait  renfermer  et  qui 
pourraient  reagir  sur  I'acide  chlorhydrique,  aussi  bien  que  des 
autres  substances  susceptibles  d'influencer  la  concentration  en 
ions  hydrogene  et,  en  particulier,  on  devra  avoir  egard  au  fait 
que  I'acide  est  partiellement  fixe  par  la  substance  a  scinder,  en 
I'espece,  une  proteine  appropriee.  Etant  donne  que  la  concen- 
tration des  ions  hydrogene  du  milieu  depend  uniquement  de  la 
quantite  d'acide  libre  dissocie  et  que  la  quantite  d'acide  liee  a 
la  substance  proteique  depend  naturellement  du  genre  et  de  la 
quantite  de  la  proteine  mise  en  oeuvre,  il  est  evident  que  deux 
solutions  dont  I'une  contient,  par  exemple,  i  gr.  et  I'autre  5  gr. 
de  proteine  dans  lOO  cc.  d'acide  chlorhydrique  norm,  au  ^/lo  et 
qui,  par  consequent,  d'apres  la  terminologie  usuelle,  possedent  la 
meme  acidite,  presenteront  et  des  «acidites  reelles*  bien  diffe- 
rentes  et  des  concentrations  des  ions  hydrogene  tres  divergentes. 

Ce  que  nous  venons  de  dire  du  degre  d'acidite  et  de  la 
concentration  des  ions  hydrogene  dans  une  digestion  pepsique, 
s'applique  a  toutes  les  reactions  enzj'matiques.  Si  j'ai  choisi  la 
scission  pepsique  a  titre  d'exemple,  c'est  parce  que  cette  reaction 
s'opere  le  mieux  en  presence  d'une  concentration  si  forte  des 
ions  hydrogene,  qu'il  est  alors  plus  facile  d'en  saisir  les  details, 
qui  sont,  d'ailleurs,  generalement  assez  connus  dans  leurs  gran- 
des  lignes. 

II  faut  aussi  adopter  une  maniere  de  voir  tout  a  fait  sem- 
blable  meme  dans  le  cas  des  reactions  enzN-matiques  qui  se  font 
le  mieux  lorsque  la  reaction  du  milieu  est  legerement  acide, 
neutre  ou  alcaline.  Les  exemples  cites  dans  le  dernier  chapitre 
(v.  p.  120)    de    ce    memoire,    montreront   que    la   grandeur   de   la 


concentration  des  ions  hydrogene  a  une  importance  tout  aussi 
essentielle  pour  les  autres  scissions  enzymatiques  que  pour  la 
digestion  pepsique:  la  difference  reside  simplement  dans  I'ordre 
de  grandeur  des  concentrations  en  ions  hydrogene  avec  lesquelles 
il  faut  compter  dans  les  difterents  cas. 

2.  Grandeur  de  la  coJicentration  des  io7is  hydrogene :  exposant 
des  ions  Jiydrogene.  En  designant  par  C+,  Cq~  et  Ch2  0  la  con- 
centration, respectivement,  des  ions  hydrogene,  des  ions  hydro- 
xyle  et  de  I'eau  dans  une  solution  aqueuse,  on  aura,  comme 
on  le  sait,  d'apres  la  loi  de  Taction  des  masses: 

H  OH 

-  ==  une  constante. 


Ch2  0 

Comme    dans    une    solution    tant   soit   peu    fortement   diluee, 
Ch20  peut  etre  considere  comme  etant  invariable,  il  s'ensuit  que 
C+  X  C  ~  =  une  constante. 

Suivant  la  terminologie  generalement  adoptee,  nous  appelons 
ce  produit  la  constante  de  dissociation  de  I'eau,  et  on 
admet  d'ordinaire  qu'a  une  temperature  de  i8°  il  est  egal  a 
0,64  X  lO"'-*;  dans  une  serie  de  mesures  effectuees  dans  notre 
laboratoire  et  qui  seront  decrites  plus  loin  (v.  p.  29),  nous  avons 
trouve  comme  valeur  moyenne  0,72  X  iO~'4  ou,  ce  qui  revient 
au  meme,  io~''»'^4.  On  voit  aisement  que  cette  quantite  permet 
de  calculer  la  concentration  en  ions  hydrogene  d'une  solution 
aqueuse,  quand  la  concentration  en  ions  hydroxyle  est  connue, 
et  vice  versa.  Cependant,  comme  la  valeur  de  la  constante  de 
dissociation  de  I'eau  est  evidemment  entachee  d'erreurs  et  que, 
en  outre,  la  concentration  des  ions  hydrogene  pent  ordinairement 
etre  determinee  avec  une  plus  grande  exactitude  et  aussi  plus 
commodement  que  celle  des  ions  hj'droxyle,  il  est  recomman- 
dable  de  suivre  indication  de  H.  Friedenthal^),  selon  laquelle 
on  determine  et  met  en  ligne  de  compte  la  concentration  des 
ions  hydrogene  dune  solution,  meme  quand  celle-ci  est  de  re- 
action alcaline.  Aussi  avons-nous  suivi  ce  precede  dans  ce  tra- 
vail, en  designant,  par  exemple,  une  solution  dont  la  normalite, 
sous  le  rapport  des  ions  hydrogene,  a  ete  reconnue  etre  de  0,Ol, 
par  «norm.  au  Vioo»,  ou  bien,  en  supprimant  la  designation  de 
normalite,  tout  simplement  par  io~*.     De  meme,  nous  designerons 


^)  Zeitschr.  f.  Elcktrncheinie,    10,    114  (1904). 


par  le  nombre  io~'^'^'»  la  concentration  des  ions  hydrogcne  dans 
une  solution  dont  la  normalite  sous  le  rapport  des  ions  hydroxyle 
a  ete  trouvee  =  O.oi  (lo-'^""tX  10"^=  lo  '"'.'4).  En  utilisant  la 
meme  notation,  on  verra  que  I'eau  absolument  pure  et  les  solu- 
tions reellement  neutres  qui  renferment,  par  consequent,  autant 
d'ions  hydrogene  que  d'ions  hydroxyle,  presenteront  une  concen- 
tration en  ions  hydrogene  de   10-7,07  (io-7.°7  x  iO-7°7  =  iq-'^-m). 

Par  consequent,  la  grandeur  de  la  concentration  des  ions 
hydrogene  s'exprime  par  le  facteur  de  normalite  de  la  solution 
par  rapport  aux  ions  hydrogene,  facteur  indique  sous  la  forme 
d'une  puissance  negative  de  10.  Pour  les  details,  je  renvoie 
mes  lecteurs  a  un  autre  chapitre  (v.  p.  28);  je  me  bornerai  a 
mentionner  ici  que  la  valeur  numerique  de  I'exposant  sera 
designee  par  p+  et  appelee  exposant  des  ions  hydrogene. 
Dans  les  3  exemples  cites  ci-dessus,  p+  sera  done  respectivement 
2,   12,14  et  7,07. 

J.  Influence  de  la  concentration  des  ions  hydrogene  comparee 
a  celle  de  la  temperature;  courbes  de  concentration  des  ions  hydro- 
gene. Dans  les  reactions  enzymatiques  la  concentration  des  ions 
hydrogene  joue  un  role  tout  a  fait  analogue  a  celui  de  la  tem- 
perature. Par  la  courbe  de  temperature  d'une  enzyme,  on 
entend  generalement  la  courbe  qu'on  obtient  en  prenant  pour 
ordonnees  les  quantites  de  matiere  scindee  dans  I'unite  de  temps 
et  dans  les  conditions  donnees,  et  pour  abscisses  les  tempera- 
tures auxquelles  les  experiences  ont  ete  efifectuees.  Comme  on 
le  salt,  une  telle  courbe  de  temperature,  qui  renseigne  sur  la 
vitesse  avec  laquelle  la  matiere  se  scinde  aux  temperatures  diffe- 
rentes  et  dans  des  conditions  d'ailleurs  egales,  montre  qu'il  existe, 
pour  chaque  enzyme  en  particulier,  une  temperature  determinee: 
la  temperature  optimale,  a  laquelle  la  scission  se  fait  avec  le 
maximum  de  vitesse. 

Dans  le  voisinage  de  la  temperature  optimale  —  en  d'autres 
termes,  dans  la  zone  optimale,  dont  I'etendue  peut,  d'ailleurs, 
etre  tres  differente  — ,  la  scission  se  fait  avec  une  vitesse  egalant 
presque  celle  qu'on  observe  a  la  temperature  optimale  meme; 
mais  ensuite,  la  vitesse  va  en  decroissant  des  deux  cotes,  et  or- 
dinairement  surtout  aux  temperatures  croissantes,  en  sorte  que 
la  matiere  ne  subit  guere  de  scission,  ni  a  une  temperature  suf- 
fisamment  basse,  ni  meme  a  une  temperature  suffisamment  elevee. 
Si  la  vitesse  de  scission  decroit  lorsque  la  temperature  s'abaisse. 
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cela  ne  peut  evidemment  pas  etre  attribue  a  une  decomposition 
qu'aurait  subie  I'enzyme;  par  centre,  il  n'est  guere  douteux  que 
le  fort  abaissement  de  la  courbe  aux  temperatures  depassant  la 
zone  optimale  ne  tienne  a  ce  que  dans  ces  conditions  I'enzyme 
subisse  une  destruction.  Par  consequent,  la  courbe  de  tempera- 
ture doit  etre  consideree  comme  une  difference  entre  deux  cour- 
bes,  a  savoir  «la  courbe  reelle  de  temperature*,  qui  croitra  a 
mesure  que  la  temperature  s'eleve  (et  cela,  non  seulement  au- 
dessous,  mais  probablement  encore  au-dessus  de  la  temperature 
optimale)  et,  de  I'autre  cote,  la  courbe  de  destruction  de  I'en- 
zyme, laquelle  presente  des  ordonnees  tres  petites^)  aux  tempe- 
ratures basses,  allant  jusqu'a  la  temperature  optimale,  et  qui  croit 
ensuite  fortement  avec  la  temperature  pour  aller  bientot  a  peu 
pres  parallelement  a  I'axe  des  ordonnees^).  On  voit  aisement 
qu'une  courbe  dressee  de  maniere  a  avoir  les  abscisses  en  com- 
mun  avec  les  deux  courbes  precedentes  («la  courbe  reelle  de 
temperature*  et  celle  de  destruction  de  I'enzyme),  mais  avec, 
comme  ordonnees,  les  difterences  entre  celles  de  ces  deux  cour- 
bes, prendra  une  allure  tout  a  fait  analogue  a  la  courbe  de  tem- 
perature ordinaire  d'une  enzyme. 

II  en  est  exactement  de  meme  pour  la  courbe  des  ions 
hydrogene  d'une  enzyme;  nous  entendons  par  la  la  courbe 
que  Ton  obtient  quand  on  porte  en  ordonnees  les  quantites  de 
matiere  scindee  dans  I'unite  de  temps  et  dans  les  conditions  ex- 
perimentales  donnees,  tandis  qu'on  prend  pour  abscisses  les  ex- 
posants  des  ions  hydrogene  des  liqueurs  soumises  a  I'experience. 
Ainsi  qu'il  ressortira  du  dernier  chapitre  de  la  presente  etude 
{voir  p.  120),  une  pareille  courbe,  courbe  qui  nous  renseigne  sur 
la  Vitesse  de  scission  a  des  concentrations  differentes  des  ions 
hydrogene,  mais  dans  des  conditions  egales  d'ailleurs,  aura,  a 
I'instar  de  la  courbe  de  temperature,   un  point  optimal,   une  zone 


'j  II  va  sans  dire  ([u'unc  telle  eomparaison  n'est  possible  qu'a  la  condition 
d'adopter  la  ineiiie  unite  pour  les  ordonnees  des  deux  courbes.  I'ar  conse- 
quent, les  ordonnees  de  la  courbe  de  destruction  de  Tenzyine  doivent  indi- 
quer  la  difference  entre  la  ([uantite  de  matiere  qui  aurait  etc  scindee-  si 
I'enzyme  n'avait  eprouve  aucune  destruction,  et  la  quantito  reelleinent  de- 
doublee  dans  les  conditions  exi>erimentalcs  ou  Ton  s'est  jdace. 

')  Voir  par  ex.  Th.  Madsen  et  S.  Walbum:  Kecherches  sur  I'afTaiblisse- 
ment  de  la  prcsurc  (I'cslskrift  tillegnad  Olof  Hammarsten  1906.  Afh. 
Nolo),  ct  L.  \V.  I'aiii  ulcner  und  Thorvald  Madsen  ;  Die  Absclnviichung 
dcr  Anti{,'eiie  durcli   ilrwiirmung  (Bioch.Zeitschr.il,    186  (1908)). 


optimale,  et  un  abaissement  aussi  bien  lorsque  la  concentration 
des  ions  hydrogene  augmente  que  quand  elle  diminue. 

Nous  avons  commence  dans  notre  laboratoire  des  experiences 
ayant  pour  but  de  rechercher  si  I'analogie  qui  existe  entre  I'in- 
fluence  de  la  temperature  et  celle  de  la  concentration  en  ions 
hydrogene  va  encore  plus  loin,  de  telle  sorte  que,  par  exemple, 
I'abaissement  de  I'une  des  deux  branches  de  la  courbe  provien- 
drait  d'une  action  plus  lente  de  I'enzyme  avec  les  concentrations 
d'ions  correspondant  a  cette  meme  branche,  tandis  que  la  des- 
cente  de  I'autre  branche  serait  due  a  une  destruction  croissante 
de  I'enzyme  avec  les  concentrations  repondant  a  cette  derniere 
branche;  ou  bien  si  —  la  chose  est  possible  —  I'abaissement  de 
I'une  et  I'autre  branche  doit  etre  attribue  a  cette  derniere  cause. 
Nous  nous  reservons  de  revenir  sur  ces  questions  dans  un  pro- 
chain  memoire. 

En  rapprochant  ainsi  I'influence  de  la  temperature  et  celle 
de  la  concentration  des  ions  hydrogene  —  rapprochement  qui 
s'impose  tout  naturellement  a  I'esprit  quand  on  fait  I'inspection 
des  courbes  relatives  a  cette  concentration  — ,  j'ai  voulu  faire 
ressortir  ce  fait,  qu'en  etudiant  les  reactions  enzymatiques  il  est 
tout  aussi  important  de  connaitre  la  concentration  d'ions  hydro- 
gene avec  laquelle  on  opere  que  d'etre  au  fait  des  autres  agents 
(la  temperature  par  ex.)  qui  exercent  une  influence  sur  la  vitesse 
de  la  reaction. 

Avant  d'aborder  I'expose  des  methodes  applicables  a  la  de- 
termination de  la  concentration  des  ions  hydrogene  dans  des 
solutions  du  genre  de  celles  dont  il  s'agit  ici,  je  crois  utile  de 
faire  quelques  remarques  relatives  a  la  raison  pour  laquelle,  dans 
la  construction  des  courbes  des  concentrations  des  ions  hydro- 
gene, nous  nous  sommes  servi  de  I'exposant  des  ions  hydrogene, 
et  non  du  veritable  facteur  de  normalite,  lequel  indique  directe- 
ment  la  teneur  en  ions  hydrogene. 

II  faut  alors  songer  tout  d'abord  combien  faible  est  la  reelle 
teneur  en  ions  hydrogene  dans  toutes  les  scissions  enzymatiques, 
a  la  seule  exception  de  la  digestion  pepsique.  Si,  par  exemple, 
il  s'agit  du  dedoublement  du  sucre  de  canne  sous  Taction  de 
I'invertine  —  action  qui  se  produit  le  mieux  en  milieu  legere- 
ment  acide  — ,  et  si  nous  admettons  que  la  solution  ait  la  con- 
centration ionique  la  plus  favorable  a  cette  reaction  (voir  p.  131), 
un  simple  calcul  fera  voir  que  dans   lOO  cc.   d'une  telle  solution, 


la  teneur  totale  en  ions  hydrogene  est  inferieure  a  la  teneur  en 
ions  hydrogene  dune  goutte  d'acide  chlorhydrique  norm,  au  Vio. 
En  d'autres  termes,  preparee  avec  du  sucre  pur  et  avec  une  so- 
lution d'invertine  debarrassee  autant  que  possible,  par  dialyse  ou 
d'une  autre  fagon,  de  substances  susceptibles  de  fixer  les  acides 
ou  les  bases,  une  portion  de  lOO  cc.  d'une  telle  solution,  rien 
qu'eu  y  ajoutant  une  goutte  de  lessive  de  soude  norm,  au  ^/lo, 
changera  immediatement  de  caractere :  de  legerement  acide  qu'elle 
etait,  elle  deviendra  faiblement  alcaline,  ce  qui  a  pour  effet  la 
complete  cessation  de  I'inversion^).  Comme  dans  une  scission 
enzymatique  il  ne  s'agit  ordinairement  que  de  proportions  ab- 
solues  d'ions  hydrogene  extremement  faibles,  il  semble  naturel 
d'admettre  que  seulement  des  modifications  de  concentration 
ionique  exergant  une  influence  bien  nette  sur  I'exposant  des  ions 
hydrogene  pourront  determiner  une  modification  appreciable  de 
la  Vitesse  de  la  reaction  en  question. 

Un  simple  calcul  fera  voir  de  suite  que,  si  la  concentration  des 
ions  hydrogene  est  doublee  ou  reduite  a  moitie,  I'exposant  des  ions 
sera  respectivement  d'environ  0,3  plus  petit  ou  d'env.  0,3  plus  grand, 
de  sorte  que,  par  ex.,  une  solution  dont  I'exposant  des  ions  hydro- 
gene est  de  4,6,  aura  une  concentration  en  ions  hydrogene  double  de 
celle  d'une  autre  solution  dont  I'exposant  est  de  4,9,  et  que  cette 
derniere  presentera  une  concentration  en  ions  hydrogene  double  de 
celle  d'une  solution  ayant  I'exposant  5,2.  et  ainsi  de  suite. 

Pour  autant  que  les  essais  executes  jusqu'ici  permettent  d'en 
juger,  ce  que  nous  venons  de  dire  semble  etre  vrai,  non  seule- 
ment pour  les  scissions  enzymatiques  qui  ont  lieu  a  des  concen- 
trations ioniques  faibles,  mais  aussi  pour  la  digestion  pepsique. 
lei  encore,  un  doublement  de  la  concentration  des  ions  hydro- 
gene n'occassionne  pas  de  changement  radical  de  la  vitesse  de 
la  reaction,  bien  qu'il  s'agisse  ici  de  liquides  fortement  acides  (la 
concentration  ionique  optimale  de  la  digestion  pepsique  se  trouve 
situee  entre   io~'  et   iO~^). 

Bref,  pour  toutes  les  reactions  enzymatiques  examinees  jus- 


^)  11  va  de  soi  qu'il  est  impossible  de  preparer  une  solution  d'invertine  com- 
plelement  exempte  de  substances  fixant  des  acides  ou  des  bases  ;  mais,  d'un 
autre  cote,  il  n'est  pas  difficile  d'obtenir  une  solution  enzymatiiiue  suffi- 
samment  pure  pour  que  la  presence  de  faibles  proportions  de  substances 
alcalines  (provenant  par  ex.  du  verre)  sc  fasse  nettement  scntir.  Voir  par 
ex.  les  belles  rccherches  de  G.  Be  rtrand  sur  Tinfiuence  jiaralysante  exercce 
par  certains  acides  sur  la  laccase,  pui)lic'es  dans  le  lUill.  de  la  Soc.  chim. 
dc   France  [4  J    1,    11 20  (1907). 
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qu'a  ce  jour,  on  a  pu  reconnaitre  que  les  modifications  de  la 
Vitesse  avec  laqueile  la  reaction  marche,  dependent,  non  pas  de 
la  grandeur  absolue,  niais  de  la  grandeur  relative  de  la  modifi- 
cation de  la  concentration  ionique.  II  s'ensuit  que  dans  les  etudes 
de  ce  genre,  il  convient  de  ne  pas  calculer  avec  les  valeurs  ab- 
solues  des  concentrations  en  ions  hydrogene,  mais  avec  leurs 
logarithmes,  c'est-a-dire,  avec  lesdits  exposants  des  ions.  Ex- 
primee  de  cette  fa(;on,  en  effet,  une  modification  de  la  concentra- 
tion ionique  de  io~5  a  io~4  signiftera  un  changement  egal  a 
celui  produit  par  une  modification  de  lO"^  a  io~'.  Aussi,  par 
cette  voie  est-il  possible  de  representer  graphiquement  I'influence 
de  la  concentration  des  ions  hydrogene,  c'est-a-dire,  comme  nous 
I'avons  indique  plus  haut,  au  moyen  des  courbes  de  la  concen- 
tration des  ions  hydrogene.  Ceci  ne  serait  guere  possible,  si 
I'unite  des  abscisses  etait  une  quantite  absolue  quelconque  d'ions 
hydrogene,  par.  ex.,  celle  correspondant  a  une  concentration  io- 
nique de  io~7.  En  ce  cas,  des  solutions  ayant  les  concentrations 
io~^  et  io~s^  d'un  cote,  et,  de  I'autre,  io~^  et  io~9^  seraient 
representees  par  les  abscisses  lO  et  lOO  pour  les  deux  premieres 
solutions  et  o, i  et  o,Oi  pour  les  deux  dernieres,  et  si  la  repre- 
sentation graphique  devait  embrasser  une  etendue  encore  plus 
grande  de  concentration  ionique,  les  difficultes  seraient  meme 
insurmontables. 

On  peut  se  demander  si  ces  considerations  d'oppor- 
t unite  qui  m'ont  conduit  a  employer  la  notation  ci-dessus  ex- 
posee  de  la  concentration  des  ions  hydrogene,  correspondent  a 
une  cause  reelle;  en  d'autres  termes,  la  question  se  pose  de 
savoir  si  la  concentration  des  ions  hydrogene  entre  non  pas  avec 
sa  valeur  absolue,  mais  avec  le  logarithme  de  celle-ci  dans 
I'equation  qui  donne  I'expression  mathematique  de  la  relation 
qui  existe  entre  la  vitesse  de  la  reaction  et  la  concentration 
ionique  du  milieu.  Pour  resoudre  cette  question,  il  faudra  ce- 
pendant  un  nombre  d'essais  beaucoup  plus  grand  que  ceux  ac- 
complis  jusqu'a  ce  jour. 

4.  Methodes  servant  a  la.  determination  de  la  concentration 
des  ions  hydrogene.  Les  solutions  du  genre  de  celles  dont  il  est 
question  dans  les  scissions  enzymatiques,  renferment  presque 
toujours,  en  proportions  plus  ou  moins  importantes,  des  corps 
incompletement  dissocies  (par  ex.  des  acides  faibles  ou  des  bases 
faibles)  et  des  substances  aptes  a  s'hydrolyser  (par  ex.  des  phos- 


phates,  oil  bien  des  combinaisons  de  substances  proteiques  ou 
de  leurs  produits  de  scission  avec  des  acides  ou  des  bases). 
C'est  la  teneur  totale  en  toutes  ces  substances  qui  determine  la 
teneur  en  ions  hydrogene  et  hydroxyle  de  la  solution  et,  ainsi 
que  nous  I'avons  signale  plus  haut  (voir  p.  3),  le  produit  de 
ces  deux  dernieres  teneurs  doit  etre  constant.  Si  I'equilibre  est 
derange,  par  ex.  par  Taddition  d'une  petite  portion  de  base,  done 
par  I'apport  d'ions  hydroxyle,  le  retablissement  de  I'equilibre 
dans  la  solution  exige  la  disparition  d'un  certain  nombre  d'ions 
hydroxyle.  C'est  ce  qui  a  lieu  quand,  par  ex.,  I'hydrolyse  des 
sels  presents  d'acides  faibles  est  reprimee  ou  que  des  ions  hy- 
droxyle s'unissent  a  des  ions  hydrogene  pour  former  de  I'eau, 
ce  qui,  a  son  tour,  aura  pour  consequence  une  formation  nouvelle 
d'ions  hydrogene  (soit  par  dissociation  ulterieure  d'acides  faibles 
ou  bien  par  hydrolyse  ulterieure  de  sels  des  bases  faibles).  On 
voit  done  que  I'addition  de  bases  ou  d'acides  a  de  telles  solu- 
tions, non  seulement  entraine  la  neutralisation  d'une  proportion 
equivalente  d'acide  ou  de  base,  mais  qu'il  se  produit  en  meme 
temps  des  phenomenes  de  dissociation  et  d'hydrolyse  dont  I'eten- 
due  depend  evidemment  de  la  nature  et  de  la  quantite  des  sub- 
stances qui  entrent  en  jeu,  mais  dont  la  marche  quantitative 
echappe  ordinairement  a  tout  calcul. 

Supposons  qu'on  ait  affaire  k  une  solution  d'une  substance  pro- 
teique  dans  de  la  pepsine  chlorhydrique.  En  titrant  au  moyen  d'un 
indicateur  approprie,  on  pent  alors  doser  la  proportion  d'acide  existant 
dans  la  solution  au  dela  de  la  dose  necessaire  pour  donner  au  me- 
lange la  concentration  d'ions  hydrogene  correspondant  au  point  de 
virage  de  I'indicateur.  Cependant,  le  resultat  de  ce  dosage  ne  per- 
met  de  tirer  aucune  conclusion  relative  a  la  concentration  d'ions 
hydrogene  de  la  solution  avant  la  titration;  car  ce  n'est  certainement 
qu'une  partie  de  la  quantite  d'acide  titree  qui  a  6te  k  I'etat  libre :  le 
reste  a  ete  fixe  a  la  proteine,  dont  il  n'a  ete  separe  que  peu  k  peu, 
au  cours  de  la  titration. 

En  resume,  il  ressort  done  de  ces  considerations  que  la 
concentration  des  ions  hydrogene  ne  saurait  etre  me- 
suree  par  une  methode  quientraine,  au  cours  d  e  I'ope- 
ration,  une  modification  d  e  1  a  d  i  t  e  concentration,  — 
ce  qui  est  le  cas  pour  les  nom  breuses  methodes  basees 
sur  des  dosages  vo  lumet  ri  qucs  de  I'acidite  ou  de  I'al- 
c  a  1  i  n  i  t  e . 

H.  Dreser')   a  indiiiuc,    il  y  a  trois  ans,    une  methode  pour  le 

V)   I5citr.   ziir  clieiii.    I'hysiol.   uiul    I'atliol.   8,    285   (I906). 
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dosage  de  I'acide  chlorhydrique  libre  dans  le  sue  gastrique,  methode 
qui  n'echappe  pas  non  plus  aux  sources  d'erreurs  mentionnees  ci- 
dessus.  Apres  traitement  du  sue  gastrique  par  de  I'oxalate  ou  du 
chromate  de  baryum  solides,  il  fait  le  dosage  de  la  quantite  de  ba- 
ryum  entre  en  dissolution.  En  meme  temps  il  determine  la  propor- 
tion de  baryum  qui  se  dissout  dans  les  memes  conditions  quand  le 
sue  gastrique  est  remplace  par  de  I'acide  chlorhydrique  dilue  a  un 
degre  si  eleve  que,  titre  au  rouge  Congo  et  a  la  touche,  il  accuse 
la  meme  teneur  en  acide  chlorhydrique  « libre »  que  le  sue  gastrique. 
Au  moyen  des  quantites  de  baryum  trouvees,  Dreser  caleule  r«avi- 
dite»  du  sue  gastrique.  II  fait  remarquer  lui-meme  que  les  methodes 
volumetriques  usuelles  ne  peuvent  pas  servir  a  la  determination  de 
la  concentration  des  ions  hydrogene,  mais  il  ne  s'apercoit  pas  que 
la  methode  qu'il  preconise,  comporte  des  sources  d'erreurs  analogues, 
attendu  que  I'acide  chlorhydrique  pur  et  etendu  ne  peut  pas  tout  a 
fait  entrer  en  comparaison  avec  le  sue  gastrique :  ce  dernier  ren- 
ferme,  en  effet,  une  eertaine  proportion  d'acide  chlorhydrique  fixe  — 
proportion  qui  depend,  entre  autres,  de  la  nature  et  de  la  quantite 
des  corps  azotes  presents  dans  le  sue  — ,  et  cet  acide  peut  etre 
partiellement  libere  en  secouant  avec  le  sel  barytique  insoluble.  Aussi 
les  determinations  faites  dans  un  meme  liquide  au  moyen  d'oxalate 
et  de  chromate  barytiques  ont-elles  donne  des  valeurs  divergentes 
pour  r«avidite». 

Un  autre  groupe  de  methodes,  assez  nombreux  aussi,  est 
constitue  par  celles  qui,  pour  la  mesure  de  la  concentration  en 
ions  hydrogene  ou  hydroxyle  d'une  solution,  mettent  a  profit  le 
pouvoir  catalytique  que  presente  la  solution  dans  les  reactions 
dont  les  vitesses  sont  proportionnelles  a  la  concentration  des  ions 
hydrogene  ou  hydroxyle  du  milieu. 

La  plus  ancienne  de  ces  methodes  est  celle  basee  sur  Tin- 
version  du  Sucre  de  canne  et  qui,  a  I'instigation  de  W.  Ost- 
wald  et  en  s'appuyant  sur  les  recherches  de  ce  meme  savant^), 
a  ete  elaboree  par  F.  Albin  Hoffmann-).  Comme  on  le  sait, 
un  traitement  par  des  acides  fait  subir  au  sucre  de  canne  une 
inversion  dont  la  vitesse,  dans  le  cas  d'acides  suffisamment  eten- 
dus,  a  ete  reconnue  plus  tard,  par  W.  Palmaer^),  etre  propor- 
tionnelle  a  la  concentration  des  ions  hydrogene.  Si  maintenant 
on  compare  la  vitesse  avec  laquelle  une  solution  de  sucre  de 
canne  subit  I'inversion,  quand  on  la  traite  par  la  solution  a  exa- 
miner, avec  la  vitesse  d'inversion  de  la  meme  solution  sucree 
soumise  a  un  traitement  par  de  I'acide  chlorhydrique  convenable- 


^)  Journ.f.  prakt.  Chemie.  X.  F.,   29,   385  (1884). 
»)   Centralbl.  f.  klin.  Medicin,    10,    793   (1889). 
^)   Zeitschr,  physik.  Chemie,   22,   492  (^1897). 
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merit  dilue  et  dont  la  concentration  d'ions  hydrogene  peut  etre 
facilement  calculee,  —  on  aura  que  les  vitesses  d'inversion  sont 
proportionnelles  aux  concentrations  des  ions  hydrogene.  Comme 
la  solution  en  question  (soit  un  echantillon  de  sue  gastrique)  peut 
quelquefois  renfermer  des  enzymes  inversives  ou  des  corps  opti- 
quement  actifs,  dont  la  rotation  pourrait  subir  une  m.odification 
par  suite  du  chaufifage ,  il  s'ensuit  qu'il  faut  tenir  compte  des 
actions  secondaires  possibles  au  moyen  d'essais  de  controle  con- 
venables. 

Peu  de  temps  apres,  F.  A.  Hoffmann  rendit  publique  une 
methode  du  meme  genre  et  fondee,  elle  aussi,  sur  les  recherches 
d'Ostwald^).  Abandonne  en  solution  aqueuse,  I'acetate  methy- 
lique  se  dedouble  en  acide  acetique  et  en  alcool  methylique. 
Cette  reaction  est  acceleree  par  catalyse  en  ajoutant  un  acide  et, 
ici  encore,  la  vitesse  de  saponification  est  proportionnelle  a  la 
concentration  des  ions  hydrogene.  Quant  aux  ions  hydroxyle,  on 
sait  qu'eux  aussi  tendent  a  augmenter  la  vitesse  de  decomposi- 
tion des  ethers-sels.  C'est  ainsi  que  par  mesurage  de  Taction 
saponifiante  exercee  par  de  pareilles  solutions  sur  I'acetate  ethy- 
lique,  J.  Shields^)  a  dose  la  teneur  en  ions  hydroxyle  dans  des 
solutions  de  sels  d'acides  faibles. 

Une  autre  methode  du  meme  genre  est  celle  indiquee  par 
K.  Koelichen^)  pour  la  mesure  de  la  concentration  des  ions 
hydroxyle.  Get  auteur  a  constate  que  la  transformation  de  I'al- 
cool  diacetonique  en  acetone: 

CHg  •  CO  •  CHo  •  C(OH)  (CH3)o  =  2CH3  •  CO  •  CH3 
a  lieu  spontanement   et   avec    une    augmentation  considerable  de 
volume,    de   sorte  qu'elle    peut  etre  mesuree  dilatometriquement. 
Le  dedoublement   est   favorise   par  la  presence  d'ions  hydroxyle, 
et  les  vitesses  sont  proportionelles  a  la  concentration  de  ces  ions. 

Enfin,  G,  Bredig  et  W.  FraenkeH)  ont  recemment  elabore 
une  belle  methode  pour  la  determination  de  la  concentration  des 


1)  W.  Ostwald:  Journ.  f.  prakt.  Chemie  N.  F.  28,  449  (1883);  J.  Walker: 
Zeitschr.  physik.  Chemie  4,  322  (1889);  F.  A.  Hoffmann:  \erli.  des  X 
intern,  medic.  Congresses,   Berlin    1890.     Abth.   V  p.  201. 

*)  Zeitschr.  physik.   Chemie   12,    167  (1893). 

")  Zeitschr.  physik.  Chemie  33,  129  (1900);  comparez  aussi  \V.  Will  und  G. 
Bredig:  Umwandlung  von  Myoscyamin  in  Atropin  durch  Basen.  Her.  d.  d. 
chem.  Ges.  21,    2777  (1888). 

';  Zeitschr.  f.  Elcktrochcmie  11,  525  (1905);  Zeitschr.  physik.  Chemie  60, 
202  (1907);   comp.   aussi    Bror   Holmherg,   //vV/.   62,    726  (190S). 
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ions  h>drogene,    en    utilisant   pour   base   de    leur   procede   le  de- 

doublement,  decrit  par  Th.  Curtius^),  de  I'ether  diazoacetique 

en  presence  d'un  acide  etendu,   avec  degagement  d'azote  libre: 

Nj  :  CH  •  COOC2  H5  +  H2  O  =  N,  +  CH2  OH  •  COOC2  H5 

Comme  la  quantite  d'azote  degage  se  laisse  facilement  doser 
ct  que  la  reaction  est  nettement  monomoleculaire,  etant  donne 
aussi  que  la  vitesse  de  la  reaction  est  proportionnelle  a  la  con- 
centration des  ions  hydrogene  et  qu'enfin  Taction  catalj'tique  est 
fort  considerable,  ce  qui  permet  de  mesurer  des  concentrations 
meme  assez  faibles^),  —  il  est  evident  que,  dans  bien  des  cas, 
cette  methode  est  preferable  a  celles  dont  on  se  sert  habituelle- 
ment,  savoir  la  methode  a  inversion  de  sucre  de  canne  et  celle 
a  I'acetate  methyliqne. 

A  I'exception  de  la  methode  a  lacetate  methylique  et  du 
procede  analogue  propose  par  J.  Shields,  il  faut  reconnaitre  que 
toutes  les  methodes  que  je  viens  d'enumerer,  remplissent  I'exi- 
gence  principale  mentionnee  plus  haut  (v.  p.  9),  d'apres  laquelle 
la  concentration  des  ions  hydrogene  ne  doit  pas  subir  de  modi- 
fication au  cours  du  mesurage  et  que,  meme  dans  le  cas  de  la 
methode  a  I'acetate  meth>'lique,  I'augmentation  de  la  concentra- 
tion d'ions  h}drogene,  due  a  I'acide  acetique  forme  dans  la  re- 
action, est  fort  peu  considerable,  puisque  cet  acide  n'est  que 
faiblement  dissocie. 

Si,  malgre  cela,  Tapplicabilite  desdites  methodes  au  but 
poursuivi  est  bien  mediocre,  cela  tient  en  premier  lieu  a  ce 
qu'elles  ne  peuvent  etre  employees  qu'a  des  concentrations  rela- 
tivement  fortes  d'ions  hj'drogene  ou  hydroxyle,  inconvenient  qui, 
a  lui  seul,  a  pour  consequence  qu'elles  ne  peuvent  servir  que 
dans  un  seul  cas  de  scission  enzymatique,  a  savoir  la  digestion 
pepsique.  Si  Ton  voulait,  par  exemple,  essayer  d'appliquer  la 
methode  a  inversion  du  sucre  de  canne  a  la  determination  de 
concentrations  peu  elevees  d'ions  hydrogene,  soit  celles  situees 
dans  le  voisinage  du  point  optimal  de  I'enzyme  invertine  (v.  p. 
131),  il  serait  necessaire  d'effectuer  I'operation  a  une  temperature 
fort  elevee  pour  obtenir  une  inversion  tant  soit  peu  marquee  et 
due  uniquement  a  Faction  des  ions  hydrogene.  En  ce  qui  con- 
cerne  la  question  de  savoir  quelles  seraient  les  erreurs  auxquelles 


^)  Journ.  f.  pr.  Chcmie  N.  F.  38,   396  (i 
*)  Meme  norm,  au  ^/eooo. 
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cette  pratique  donnerait  lieu,  il  n'est  pas  facile  d'y  repondre  a 
I'avance;  mais  vu  ce  que  nous  venons  de  dire  de  la  dissociation 
et  de  riiydrolyse,  il  est  evident  que  le  mesurage  de  la  con- 
centration des  ions  hydrogene  doit  s'effectuer  a  une 
temperature  aussi  voisine  que  possible  de  cellequ'on 
se  propose  d'employer  dans  la  reaction  enzymatique 
meme  dont  on  veut  rechercher  la  dependance  de  ladite 
concentration. 

II  est  cependant  a  remarquer  encore  que,  en  ce  qui  concerne 
I'application  de  quelques-unes  de  ces  methodes,  par  exemple 
celles  a  inversion  du  sucre  de  canne,  a  I'acetate  methylique  et 
a  I'alcool  diacetonique,  il  faut  tenir  compte  de  ce  qu'on  est 
convenu  d'appeler  «refifet  des  sels  neutres»^),  comme  aussi  de 
ce  fait  non  moins  important  que,  si  la  methode  se  laisse  appli- 
quer  aisement  et  sans  entrave  aux  solutions  de  composition 
simple,  elle  se  trouve  parfois  etre  tout  a  fait  inapplicable  dans 
le  cas  des  melanges  fort  complexes  dont  il  est  generalement 
question  dans  les  reactions  enzymatiques.  Je  peux  citer  le  fait 
demontre  par  G.  Bredig  et  P.  F.  Ripley^),  a  savoir,  que  la 
plus  belle  des  methodes  enumerees  ci-dessus:  celle  a  I'ether 
diazoacetique,  ne  peut  plus  servir  du  moment  que  le  milieu  ren- 
ferme  des  doses  meme  assez  faibles  d'ions  chlore  ou  SO4;  car, 
en  ce  cas,  il  se  produit  des  reactions  accessoires  en  meme  temps 
que  la  concentration  des  ions  hydrogene  subit  une  modifi- 
cation; par  exemple: 

N2  :  CH  •  COOC,  H5  +  HCl  =  N,  -f  CH2  CI  •  COOC,  H^. 

II  est  bon  de  mentionner  aussi  que,  par  des  essais  faits  en  vue 
de  determiner  la  teneur  du  sang  en  ions  hydroxyle  a  I'aide  de 
la  methode  a  I'alcool  diacetonique  indiquee  par  Koe lichen 
(voir  p.  iij,  Taav.  Laitinen^)  est  arrive  a  constater  une  teneur 
d'un  tout  autre  ordre  de  grandeur  que  celui  trouve  ordinaire- 
ment. 

Je  suis  done  d'avis  que  ce  second  groupe  de  methodes 
ne  pourra  pas  non  plus  trouver  d'appl  i  cation  gene  rale 
a  la  determination  de  la  concentration  des  ions  h\dro- 


')  Sv.  Arrhenius:    Zeiisclir.  pliysik.  Clicinic    1,    iio  (18S71,    4,    237    (1889) 

et  31,   197  (1899). 
*)  Her.  d.  d.  chein.  Ges.  40,  4015  (1907);    voir  .niissi  \V.   Kraenkcl:   Zcitschr. 

physik.  Chemie  60,   202  (1907). 
')   Feslskrift  tillejjnad   Olol    1 1 ,1 111  me  r  s  t  e  n    1900   Alli.    N"    IN. 
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gene  dans  ies  reactions  enzymatiques,  et  que,  d'autre 
part,  dans  Ies  cas  assez  rares  oii  I'une  de  ces  met h odes 
peut  etre  employee,  elle  ne  devra  I'etre  qu'a  la  condi- 
tion d'etre  soumise  a  un  controle  severe.    — 

On  connait  encore  deux  voies  par  lesquelles  la  concentration 
d'une  solution  en  ions  hydrogene  ou  hydroxyle  peut  etre  deter- 
minee:  ce  sont  le  mesurage  au  moyen  de  la  chaine  ga- 
zeuse  et  la  methode  des  indicateurs,  denommees  aussi, 
respectivement :  Ies  methodes  electrometrique  et  colori- 
metrique. 

Ce  sont  ces  deux  methodes  dont  nous  nous  servons  pour 
Ies  recherches  enzymatiques  faites  au  Laboratoire  de  Carlsberg. 
Elles  se  suppleent  Tune  a  I'autre,  celle  dite  electrometrique  etant 
la  plus  exacte,  mais  en  meme  temps  de  beaucoup  la  plus  pro- 
iixe,  tandis  que  la  methode  colorimetrique,  tout  en  donnant  une 
exactitude  un  peu  moindre,  offre  en  revanche  une  extreme  sim- 
plicite  d'execution.  Aussi,  cette  derniere  methode  se  prete-t-elle 
on  ne  peut  mieux,  par  exemple,  aux  recherches  preliminaires 
indispensables  pour  s'orienter  avant  d'etre  a  meme  de  fixer  le 
plan  d'une  etude  exacte  de  la  dependance  entre  Taction  enzy- 
matique  et  la  concentration  des  ions  hydrogene. 

Cependant,  ce  nest  certainement  pas  seulement  en  enzy- 
mologie  mais,  a  un  tout  aussi  haut  degre,  dans  Ies  sciences  con- 
nexes  que  se  fait  sentir  le  besoin  d'une  methode  simple  de  de- 
termination de  la  concentration  en  ions  hydrogene.  C'est  pour- 
quoi  le  but  principal  du  present  travail  consiste,  d'un 
cote,  a  donner  une  description  detaillee  de  la  maniere 
la  plus  avantageuse  dont  on  puisse  se  servir  de  la  me- 
thode colorimetrique,  que  nous  avons  etudiee  et  mise 
en  pratique  dans  notre  laboratoire  pendant  un  bon 
nombre  d'annees;  d'un  autre  cote,  je  me  propose  de  fournir 
une  appreciation  critique,  appuyee  sur  de  nombreux 
faits  experimentaux,  de  1' applicabilite,  dans  des  con- 
ditions variees,  des  methodes  colorimetrique  et  elec- 
trometrique. 

Methode  electrometrique.  Quand  une  plaque  de  platine 
couverte  de  noir  de  platine  est  placee  dans  une  solution  aqueuse 
—  acide,  neutre  ou  alcaline  —  et  que  celle-ci  est  saturee  d'hy- 
drogene,  il  y  aura  entre  la  solution  et  le  platine  y  immerge  une 
difference  de  potentiel  dont  la  grandeur   est   fonction  de  la  con- 
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centration  des  ions  hydrogene  de  la  solution^).  II  sera  done 
possible,  au  moyen  d'une  mesure  de  ladite  difference  de  poten- 
tiel,  de  determiner  la  concentration  ionique  de  la  solution.  Quant 
a  la  marche  suivie  pour  determiner  un  tel  potentiel  et  qui  a  ete 
largement  adoptee  dans  ces  derniers  temps,  nous  la  supposons 
connue  dans  ses  grandes  lignes  et  renvoyons,  du  reste,  au  cha- 
pitre  suivant  (A.  Mesurages  electrometriques,  p.  20),  ou  nous 
donnerons  une  serie  de  details  relatifs  a  la  maniere  dont  nous 
operons,  dans  notre  laboratoire,  les  mesures  electrometriques; 
en  meme  temps  nous  definirons  I'exactitude  avec  laquelle  on 
pent  compter  dans  les  mesures  electrometriques  portant  sur  des 
solutions  de  genre  divers  (p.  25,  p.  44  et  p.  67),  et  enfin  nous 
signalerons  certains  cas  011  I'emploi  de  cette  methode  presente 
des  difficultes  particulieres  (p.  57). 

Methode  colorimetrique.  Le  point  de  virage  d'une 
titration  habituelle  signifie,  on  le  sait,  que  la  concentration  des 
ions  hydrogene  de  la  solution  experimentee,  a  ou  n'a  pas  atteint, 
ou  a  meme  depasse  une  certaine  grandeur  differente  pour  les 
divers  indicateurs  et  qui  indique  la  concentration  ionique  au 
point  de  virage  de  I'indicateur  considere.  II  en  ressort  que,  a 
I'aide  de  la  teinte  que  prend  une  solution  quand  on  y  ajoute 
un  indicateur,  on  est  a  meme  de  decider  si  cette  solution  pos- 
sede  une  concentration  en  ions  hydrogene  superieure  ou  infe- 
rieure  a  celle  q.ui  correspond  au  point  de  virage  de  I'indicateur. 

C'est  ce  principe  si  simple  qui  constitue  la  base  de  la  me- 
thode aux  indicateurs  ou  methode  colorimetrique.  Ce  principe 
est  connu  depuis  longtemps  deja,  mais  ce  n'est  que  grace  aux 
remarquables  recherches  de  Friedenthal  et  Salm^)  que  les 
materiaux  epars  ont  ete  compulses  et  en  partie  completes,  ce 
qui  leur  a  permis  d'etablir  une  serie  complete  d'indicateurs  pre- 
sentant  des  point  de  virage  aux  plus  diverses  concentrations 
d'ions  hydrogene.  C'est  done  a  ces  deux  savants  que  revient 
I'honneur  d'avoir  elabore  la  premiere  methode  colorimetrique  de 
determination  de  la  concentration  en   ions  hydrogene;  mais  il  est 


'j   W.   Ncrnst;    Zeitschr.  physik.  Chemie  4,    129  (1889). 

-_)  II.   Friedenthal:    Zeitschr.   f.   Eleklrochemie   10,    113  (1904);   Ed.  Salni  ; 

//'/V/.  10,  341  (1904),    12.  99  (1906);   Ed.Salinund  II.  Friedent  hal;   Ibid. 

13,  125(1907);   Ed.  Salm:   Zeitschr.  physik.  Chemie  57,  471  (1909),  63,   83 

(1908);   com]),  aussi  W.  .Salessky:  Zeitschr.  f.  Elektrocheniie  10,  204(1904) 

et  15  r  lino   Fels:    Ibid.   10,   208  (1904). 


i6 

evident  que  leurs  travaux  ont  poursuivi  des  buts  tout  differents 
de  ceux  qui  m'ont  guide  dans  mes  recherches.  Si,  dans  le  cas 
de  solutions  comme  celles  dont  il  est  souvent  question  dans  la 
chimie  des  enzymes,  on  voulait  faire  usage  directement  et  sans 
critique  du  precede  indique  par  Friedenthal  et  Salm,  et  par- 
ticulierement  des  indicateurs  qu'ils  recommandent,  on  s'exposerait 
aux  erreurs  les  plus  graves,  ainsi  que  le  feront  voir  plusieurs 
exemples  mentionnes  plus  loin  (voir  p.  84  et  p.  85).  En  efifet, 
un  indicateur  qui,  dans  le  cas  de  solutions  peu  complexes,  four- 
nit  des  resultats  irreprehensibles,  peut  se  montrer  tout  a  fait 
hors  d'etat  de  servir,  lorsqu'il  s'agit  de  solutions  de  substances 
proteiques  ou  de  leurs  produits  de  decomposition.  Aussi  a-t-il  ete 
necessaire  de  faire  I'epreuve  minutieuse  de  I'applicabilite  de 
chaque  indicateur  en  particulier  vis-a-vis  des  solutions  en  ques- 
tion, afin  de  rejeter  ceux  qui  sont  impropres  a  servir  et  de  de- 
terminer I'exactitude  que  les  bons  indicateurs  permettent  d'obtenir. 

Nous  avons  ainsi  examine  une  centaine  d'indicateurs  diffe- 
rents, dont  toute  une  serie  ont  ete  prepares  dans  notre  labora- 
toire  meme. 

Ces  travaux  assez  etendus  et  de  longue  haleine,  auxquels 
nous  avons  ete  occupes,  par  intervalles,  durant  plusieurs  annees, 
sont  maintenant  arrives  a  une  fin  au  moins  provisoire.  Cela 
n'empechera  evidemment  pas  qu'il  ne  soit  desirable  de  continuer 
encore  a  I'avenir  a  travailler  au  perfectionnement  ulterieur  de  la 
methode,  tant  en  intercalant  de  nouveaux  indicateurs  la  oil  le 
besoin  s'en  fera  sentir,  qu'en  remplagant  les  indicateurs  utilises 
par  d'autres  qui  se  pretent  a  un  usage  plus  etendu,  ou  qui  pre- 
sentent  un  virage  mieux  accuse  (voir,  par  ex.,  p.  112).  Si  je 
n'ai  pas  public  jusqu'a  present  nos  recherches  mentionnees  ici 
—  a  I'exception  de  quelques  notes  parues  dans  un  memoire 
anterieur^)  — ,  cela  tient  a  ce  que  j'ai  pense  qu'il  vaudrait  mieux 
ne  rendre  publique  la  methode  que  quand  nous  en  aurions 
fait  usage  pendant  quelque  temps  dans  le  laboratoire  et  qu'il 
aurait  ete  ainsi  prouve  quelle  est  capable  de  rendre  de  reels 
services;  il  fallait,  en  outre,  pouvoir  s'appuyer  sur  un  nombre  de 
donnees  experimentales  suffisamment  grand  pour  permettre  de 
juger,  en  connaissance  de  cause,  du  degre  de  precision  qu'on 
pourrait  s'attendre  a  obtenir  par  cette  voie. 


^)  Comptes-rendus  du  Laboratoire  de  Carlsberg  7,   8  et  53  (1907). 
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En  ce  qui  concerne  les  details  de  la  methode,  on  en  trou- 
vera  la  description  dans  un  chapitre  ulterieur  (B.  Mesures  colori- 
metriques,  p.  6'])\  je  nne  bornerai  ici  a  I'esquisser  brievement 
dans  ses  grandes  lignes. 

Du  moment  qu'il  s'agit  de  quelque  chose  de  plus  qu'une 
appreciation  purement  qualitative,  il  ne  sera  possible  de  juger 
de  I'intensite  ou  de  la  nuance  d'une  couleur  qu'a  la  condition 
d'etre  a  meme  de  la  comparer  avec  des  intensites  ou  des  nuan- 
ces semblables.  La  tache  qui  s'est  presentee  tout  d'abord,  a 
done  consiste  a  preparer  des  solutions  propres  a  servir 
d'etalons  et  qui,  melangees  ensemble  dans  des  proportions 
convenables,  permissent  d'obtenir  des  liqueurs  de  comparaison 
possedant  des  concentrations  en  ions  hydrogene  exactement 
etablies  d'avance  en  chaque  cas  particulier.  II  fallait  que  ces 
solutions  etalons  fussent  faciles  a  preparer  et,  de  plus,  qu'elles 
presentassent  une  constitution  telle  que  les  liqueurs  de  compa- 
raison obtenues  a  partir  d'elles  eussent  toujours,  pratiquement 
parlant,  une  meme  concentration  en  ions  hydrogene,  meme  si  les 
solutions  etalons  avaient  ete  abandonnees  a  elles-memes  pen- 
dant des  mois  entiers,  par  exemple  dans  un  flacon  en  verre  a 
reaction  alcaline.  Ainsi  qu'il  ressortira  d'un  chapitre  suivant  (p. 
35),  nous  avons  pleinement  reussi  a  resoudre  cette  partie  du 
probleme.  On  fait  usage,  a  cet  effet,  d'un  certain  nombre  de 
substances  simples  fournies,  a  I'etat  garanti  pur,  par  la  maison 
de  C.  A.  F.  Kahlbaum,  a  Berlin  (leur  purete  pent  etre  de- 
montree  par  des  epreuves  decrites  dans  la  suite).  Apres  les 
avoir  fait  dissoudre  dans  de  I'eau  bouillie,  on  les  conserve  dans 
des  flacons  Woulff  munis  d'une  burette  et  du  dispositif  habituel, 
qui  permet  d'en  tirer  la  liqueur  sans  acces  de  I'acide  carbonique 
de  I'atmosphere.  En  melangeant  ensemble  ces  liqueurs  dans  des 
proportions  convenables,  on  pent  se  procurer  des  liqueurs  de 
comparaison  possedant  une  concentration  en  ions  hydrogene 
quelconque,  allant  d'environ  io~'  jusqu'a  io~'3.  La  table  princi- 
pale  de  courbes  annexee  au  present  memoire  permet  de  lire  la 
concentration   ionique  de  n'importc  lequel  de  ces  melanges. 

Vient  ensuite  la  question  de  savoir  quels  sont  les  indica- 
teurs  les  plus  convenables,  question  qui  s'est  trouv6e  presenter 
des  difficultes  beaucoup  plus  grandes.  La  plupart  des  indica- 
teurs,  en  effet,  sont  aptes  a  se  combiner  avec  les  substances 
proteiques  naturelles,  et  il  y  en  a  meme  qui  s'unissent  aux  jmo- 


duits  de  decomposition  plus  ou  moins  avancee  de  proteines,  en 
sorte  que,  meme  si  ces  combinaisons  ne  se  sont  pas  toujours  se- 
parees  sous  forme  d'un  depot  visible,  I'indicateur  n'en  criange  pas 
moins  de  couleur  dans  la  plupart  des  cas  et  devient,  par  suite, 
impropre  a  servir.  C'est  pourquoi,  ainsi  qu'il  a  ete  dit  plus  haut,  il 
a  ete  necessaire  d'eprouver  la  bonte  de  chaque  indicateur  en  parti- 
culier  et  de  determiner  le  degre  de  precision  qu'il  peut  fournir. 
Pour  cela,  il  a  fallu  preparer  un  grand  nombre  de  melanges 
divers,  principalement  de  substances  proteiques  et  de  leurs  pro- 
duits  de  decomposition,  melanges  dont  la  concentration  reelle 
en  ions  hj'drogene  a  ete  determinee  par  une  mesure 
electrometrique,  qui  a  ainsi  servi  de  methode  fonda- 
mentale.  II  nous  entrainerait  trop  loin,  si  nous  devious  ex- 
poser  ici  les  resultats  ainsi  obtenus.  Pour  les  details  y  relatifs, 
je  dois  renvoyer  mes  lecteurs  au  chapitre  B,  oil  j'ai  r^uni  un 
certain  nombre  de  faits  experimentaux,  et  je  me  bornerai  a 
signaler  ici  que,  d'un  cote,  il  y  a  des  indicateurs  —  par  ex., 
le  p-nitrophenol  et  la  phenolphtaleine  —  qui  jouissent  d'une 
applicabilite  fort  etendue,  et  que,  de  I'autre,  il  y  en  a  aussi  qui 
se  sont  trouves  tout  a  fait  hors  d'etat  de  servir,  des  que  des 
produits  de  scission  de  proteines  meme  assez  fortement  demolies 
entrent  en  jeu;  le  rouge  Congo  si  largement  utilise  en  physiologie, 
rentre  dans  cette  derniere  categoric. 


La  derniere  partie  de  ce  memoire  (Chapitre  C,  I'importance 
de  la  concentration  des  ions  hydrogene  dans  les  reactions  enzy- 
matiques,  p.  120)  donnera  la  description  de  quelques  series  d'es- 
sais  portant  sur  des  enzymes  diverses  et  dans  lesquelles  les  con- 
centrations ioniques  des  milieux  ont  ete  mesurees  par  la  methode 
colorimetrique  esquissee  plus  haut.  En  agissant  ainsi,  mon  in- 
tention a  ete,  en  premier  lieu,  de  faire  connaitre  les  details  de 
rapplication  de  la  methode  aux  recherches  enzymatiques.  En- 
suite,  ces  exemples,  qui  font  partie  d'un  bon  nombre  d'exp6- 
riences,  ont  le  but  non  moins  important  de  mettre  en  evidence 
le  role  capital  joue  dans  les  reactions  enzymatiques  par  la  con- 
centration des  ions  hydrogene,  role  dont  on  n'a  pas  assez  tenu 
compte  jusqu'ici.  Finalement,  j'ai  voulu  dire  un  mot  en  faveur 
de  I'emploi  de  «tampons»  dans  les  etudes  enzymatiques. 

Nous  avons  signale  deja,  dans  ce  qui  precede,  que  dans  les 
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reactions  enzymatiques  oii  ni  la  matiere  ni  ses  produits  de  de- 
composition ne  sont  capables  de  fixer  des  acides  ou  des  bases,  par 
exemple  dans  le  dedoublement  du  saccharose  par  I'invertine,  il  peut 
souvent  etre  difficile  de  maintenir  constante  la  concentration  en 
ions  hydrogene,  parce  que  des  ingredients  alcalins  provenant  du 
verre  ou,  en  d'autres  cas,  I'acide  carbonique  de  I'air  peut  exercer 
une  influence  essentielle.  En  ce  cas,  il  convient  de  fixer  la 
grandeur  de  la  concentration  ionique  en  ajoutant  un  « tampon*. 
Nous  entendons  par  la  un  melange  approprie  de  sels  qui  n'a  pas 
d'influence  sensible  sur  la  vitesse  avec  laquelle  s'effectue  la  re- 
action enzymatique,  mais  qui  a  pour  effet  de  maintenir  constante, 
pendant  le  cours  de  I'experience,  la  concentration  des  ions  hy- 
drogene. Afin  d'y  arriver,  il  faut  que  le  tampon  soit  ainsi  con- 
stitue,  qu'un  apport  de  petites  doses  d'acide  ou  de  base  ne  puisse 
pas  influencer  de  fa(5on  sensible  la  concentration  en  ions  hydrogene. 
La  nature  elle-meme  fait  usage  de  pareils  tampons,  consistant 
d'ordinaire  en  des  melanges  appropries  de  phosphates,  quelquefois 
aussi  en  un  melange  de  carbonates  ou  bien  de  proteines  et  de 
leurs  produits  de  decomposition  (voir  p.  54).  On  comprendra 
aisement,  ainsi  qu'il  ressortira  clairement  des  exemples  cites  dans 
la  derniere  partie  de  ce  travail,  que  des  melanges  appropries  des 
solutions  etalons  susmentionnes  et  utilises  en  employant  la  me- 
thode  colorimetrique,  se  pretent  excellemment  au  role  de  tampons. 

Ainsi  qu'il  a  deja  ete  indique  dans  ce  qui  precede,  il  n'y  a 
guere  de  doute  que  la  question  de  la  concentration  des  ions 
hydrogene,  dont  I'importance  pour  les  reactions  enzymatiques  fait 
I'objet  de  la  presente  etude,  n'ait  une  portee  qui  s'etende  bien  au 
dela  des  limites  de  I'enzymologie  proprement  dite:  la  grandeur 
de  la  concentration  ionique  est  certainement  un  element  dont  il 
faut  tenir  compte  dans  tous  les  processus  d'ordre  biologique. 

Etant  donne  que  dans  I'etude  de  ceux-ci  il  peut  souvent  etre 
important  de  maintenir  constantes,  autant  (jue  possible,  pendant 
toute  la  duree  des  experiences,  les  conditions  experimentales,  y 
compris  la  concentration  en  ions  hydrogene,  il  ne  sera  pas  dif- 
ficile de  citer  des  cas  oil  I'addition  d'un  tampon  approprie  pourra 
etre  d'une  grande  utilite.  Comme  un  exemple  qui  se  presente 
naturellement,  je  rappellerai  seulement  la  composition  des  liqueurs 
servant  de  milieu  nourricicr  pour  les  microorganismes,  dont  la 
croissance  donne  souvent  lieu  a  une  modification  de  la  concen- 
tration en   ions  hydrogene  du   milieu,  a  moins  que  ce  dernier  ne 
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contienne,   en   quantites   suffisantes,   des  substances   capables  de 
fixer  !es  acides  ou  les  bases,  c'est-a-dire  un  tampon  convenable. 

Au  cours  de  I'execution  des  experiences  sur  lesquelles  re- 
pose le  present  travail,  j'ai  eu  le  bonheur  d'avoir  un  excellent 
collaborateur  dans  M.  S.  Palitzsch,  qui  avec  une  grande  habilete 
et  avec  un  zele  infaillible  a  effectue  de  beaucoup  la  plus  grande 
partie  des  mesurages  electrometriques  exposes  dans  la  suite  et 
qui,  en  general,  m'a  prete  un  concours  des  plus  precieux,  pour 
lequel  je  me  fais  un  devoir  d  offrir  encore  ici  a  M.  Palitszch 
mes  meilleurs  remerciements. 


A.     Mesiires  electrouictriqiies. 

a.     M^thodes  de  mesure. 

Pour  tons  les  mesurages  de  ce  genre,  je  me  suis  servi  dun 
meme  dispositif  experimental.  La  pile  dont  on  mesurait  la  force 
electromotrice,  consistait  en  une  electrode  au  calomel  plongee 
dans  une  solution  norm,  au  lo-  de  chlorure  de  potassium  et  en 
une  electrode  a  hydrogene  (plaque  en  platine  platinee)  immergee 
dans  la  solution  a  examiner  et  qui  servait  de  liqueur  electrolyte. 
Le  potentiel  de  diffusion  entre  les  deux  solutions  etait  elimine  de 
la  maniere  indiquee  par  N.  Bjerrum^),  a  savoir,  en  intercalant 
entre  les  deux  solutions  electrolytes  soit  une  solution  3,5-normale 
de  chlorure  potassique,  soit  une  solution  1,75-normale  de  ce  meme 
sel,  apres  quoi  on  faisait  I'extrapolation  par  addition  de  la  diffe- 
rence entre  les  deux  potentiels  trouves. 

R.  Abegg  et  A.  C.  Gumming^)  ont  propose  de  remplacer  le 
chlorure  de  potassium  par  le  nitrate  d"ammonium,  dont  les  ions  ont 
egalement  a  peu  pres  la  meme  vitesse  de  deplacement,  mais  dont  la 
solubilite  dans  I'eau  est  beaucoup  plus  grande  que  celle  du  chlorure 
potassique.  II  est  hors  de  doute  que  pour  I'examen  des  liquides 
acides  on  pourra  dordinaire  se  servir  avec  avantage  d'une  forte  so- 
lution de  nitrate  d'ammonium,  ce  qui  permettra  d'eliminer  complete- 
ment  le  potentiel  de  diffusion  et  d'eviter  ainsi  I'extrapolation  en  tous 
cas  plus  ou  moins  incertaine;  toutefois,  ce  nitrate  ne  pent  pas  etre 
utilise  dans  le  cas  d'emploi  de  liquides  alcalins  et,  ayant  cru  de- 
voir employer  toujours  le   meme    dispositif  experimental,   jai    prefere 


^)  Zeitschr.  physik.  Chemie,   53,   428  (1905). 
'*)  Zeitschr.   fur  Elektrocheinie,   13,    17  (1907). 
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avoir  recours  au  precede  de  Bjerrum,  lequel  offre  I'avantage  d'etre 
applicable  aussi  bien  aux  liquides  acides  qu'aux  liquides  alcalins. 

Du  reste,  tant  les  modes  operatoires  que  la  base  theorique 
des  mesures  electrometriques  au  moyen  des  electrodes  a  hydro- 
gene,  ont  ete  decrits  si  souvent  et  avec  tant  de  details  dans  la 
litterature  chimique  et  physiologique^),  que  je  me  bornerai  a  faire 
ici  quelques  remarques  sur  les  details  du  procede  adopte. 

Le  dispositif  etait  tout  a  fait  du  meme  genre  que  celui 
dessine  dans  le  memoire  de  N.  Bjerrum  cite  ci-dessus.  En 
general,  j'ai  suivi  la  marche  operatoire  indiquee  par  ce  savant, 
a  qui  je  presente  ici  encore  mes  remerciements  bien  sinceres 
pour  avoir  bien  voulu  nous  permettre,  pendant  le  cours  de  ces 
mesurages,  de  profiter  de  la  longue  experience  qu'il  possede  sur 
ce  domaine. 

Tant  les  electrodes  en  platine  platine  que  celles  au  calomel 
furent  preparees  exactement  de  la  maniere  indiquee  dans  les 
«Physiko-chemische  Messungen*  d'Ostwald- Luther  (1902).  Les 
mesures  furent  operees  d'apres  la  methode  a  compensation  de 
Poggendorff,  a  I'aide  dun  electrometre  Lippmann  muni  d'un 
capillaire  oval  et  assez  large  servant  d'instrument  a  zero.  Le  fil 
a  mesurer,  qui  avait  une  longueur  d'un  metre  et  etait  divise  en 
millimetres,  etait  soigneusement  corrige  au  moj^en  d'une  serie  de 
mesurages  effectues,  grace  a  la  bienveillance  de  M.  le  professeur 
K.  Prytz,  dans  le  laboratoire  physique  de  notre  Ecole  poh'tech- 
nique,  par  MM.  Thorkelsson  et  Hansen,  a  qui  je  presente 
mes  remerciements  bien  sinceres.  Comme  element  normal,  je  me 
suis  servi  d'une  pile  Weston  dont  la  force  electromotrice  a  iS'* 
etait  1,0191   volt. 

L'hydrogene  utilise  fut  prepare  par  electrolyse  d'une  lessive 


*)  Je  renvoie  mes  lecteurs  aux  travaux  visant  ])rincipalement  des  buts  physiolo- 
giques  el  publics  parSlefan  Bugarszky  et  Leo  Lie  berman  n  ,  K.  Ilober, 
Ladislaus  v.  Rhorer,  P.  Fraenckel,  G.  Farkas,  Fr.  Tanj^l,  .Mex- 
ander  Szili,  ILHenedict  et  d'aulres  savants,  surtout  dans  le  ^I'liiigers 
Archiv>  de  ces  lo  dernieres  annees.  On  pent  citer  aussi  le  memoire  de 
Carlo  Foa  dans  I'Archivio  di  Fisiologia  3,  369  (1906).  Une  description 
tres  detaillec  du  principe  et  de  I'exccution  pratique  de  la  methode  a  ete 
donnee  par  H.  J.  H  amburge  r  dans  son  otivrage  :  «Osmotischer  I  )ruck  und 
lonenlehre  in  den  medicinischen  \Vissenschaften»  (1904),  tome  II,  p.  332. 
Aussi  dans  la  « Physikalisclie  Chemie  der  Zelle  und  der  Gewebe»  (zweite  Aull. 
('906),  Kap.  \')  de  K.  Ilciber.  Enfin,  citons  la  description  donnee  par  N. 
Ujerrum  dans  les  Mem.  de  !' Academic  Koyale  de  Dancmark  [7],  Sect.  d. 
Sciences,   t.   IV,    13   (1906). 
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a  10  %  de  potasse,  a  I'aide  d'electrodes  en  fer.  Apres  avoir  lave 
I'hydrogene,  d  abord  deux  fois  avec  une  solution  alcaline  de 
pyrogallol,  puis  a  I'eau  pure,  on  le  fit  passer  par  un  verre  cylin- 
drique  renfermant  du  coton  pur  et  d'oij  il  fut  introduit  dans  le 
vase  renfermant  I'electrode,  apres  avoir  ete  lave  avec  une  petite 
portion  de  la  solution  a  examiner  (voir  aussi  p.  27). 

Les  mesurages  etaient  operes  dans  une  chambre  dont  la 
temperature  etait  maintenue  aussi  voisine  que  possible  de  18°, 
temperature  normale  de  toutes  les  experiences  (elle  ne  s'en  ecar- 
tait  que  bien  rarement  de  ^/2*',  au  plus).  La  hauteur  barometrique 
a  subi  de  tres  fortes  variations  (de  722  a  794  mm.)  pendant  le 
long  espace  de  temps  qu'ont  dure  ces  experiences,  et,  par  con- 
sequent, toutes  les  mesures  ont  ete  rapportees  a  une  pression  de 
760  mm.  d'hydrogt-ne  humide^). 

b.     Determination  de  .tq. 

Designons  par  rr,,  la  force  electromotrice  dune  pile  composee 
d'une  electrode  au  calomel  plongee  dans  une  solution  norm,  au 
10-  de  chlorure  de  potassium  et,  d'autre  part,  d'une  electrode  en 
platine  hydrogene  placee  dans  une  liqueur  electrolyte  dont  la 
concentration  en  ions  hydrogene,  exprimee  avec  une  solution  nor- 
male d'ions  hydrogene  comme  unite,  est  de  Cp  (=  I0~f');  si  alors 
nous  designons  par  .t^,  et  C^  (=  io~'^)  les  quantites  correspon- 
dantes  d'une  pile  analogue,  on  aura 

.Tp-TT,   =   Kl0g    ^^  (I) 

oi^i  K  pent  etre  suppose,  avec  une  approximation  suffisante,   egal  a 

^■^S77  +  0.0002  (t^—  i8°)2). 
Comme  tous  les  mesurages  mentionnes  dans  le  present  memoire 
ont  ete  operes  a   18*^,   il  s'ensuit  que  K  =  0.0577. 

Si  Ton  determine,  par  des  experiences,  .T|,  pour  une  liqueur 
electrolyte,  soit  un  acide  chlorhydrique  convenablement  etendu, 
dont  la  concentration  en  ions  hydrogene  Cp  pent  etre  calculee  au 
moyen  de  la  normalite  de  I'acide  (Ap)  et  de  son  degre  de  disso- 
ciation   (a),    et   si    dans    I'equation    (I)    ci-dessus    on    intercale    les 


^)  W.Ostwald:  Lehrbuch  der  allgemeinen  Chemie,  zweite  Aufl.  Band  2,  Teil 
1.   P-  895   (1893);     F.   I.   Smale:    Zeitschr.   physik.   Chemie   14,    582   ,1894). 

-)  W.  Nernst:  Zeitschr.  physik.  Chemie  4,  129  (1889);  Zeitschr.  f.  Elektro- 
chemie    10,   630  (1904). 


valeurs  de  .Tp  et  Cp,  cette  equation  ne  contiendra  pas  d'autre 
quantite  inconnue  que  ui.^  et  Cq,  de  sorte  que  n^  peut  etre  cal- 
cule  pour  une  valeur  quelconque  de  Cq,  et  inversement.  En  de- 
signant  par  n^  la  force  electromotrice  d'une  pile  du  genre  de 
celles  dont  il  est  question  ici  et  oii  la  liqueur  electrolyte  entou- 
rant  I'electrode  a  hydrogene  est  normale  sous  le  rapport  des  ions 
hydrogene  (C^  =  io~°  —  i),  on  aura,  comme  on  le  verra  facile- 
ment: 

^o  =  ^-^P  —  0.0577  log  ^  =  .Tp  —0.0577  log  ^.  (II) 

Dans  le  tableau  i  qui  suit  ici,  se  trouvent  reunies  un  nombre 
considerable  de  mesures  effectuees,  au  moyen  d'acide  chlor- 
hydrique  de  concentrations  differentes,  en  vue  de  determiner  la 
grandeur  de  n^. 

La  premiere  colonne  du  tableau  indique  la  composition  des 
solutions  examinees.  On  voit  que,  tandis  que  la  concentration 
de  I'acide  chlorhydrique  varie  largement  (de  norm,  au  ^/lo  a 
norm,  au  ^/2oo),  la  concentration  du  chlorure  total  s'est  maintenue 
constante:  egale  a  norm,  au  ^/lo,  abstraction  faite  d'une  seule 
experience.  J'ai  calcule,  suivant  Arrhenius^),  avec  un  meme 
degre  de  dissociation  («)  de  I'acide  chlorhydrique  dans  toutes 
ces  solutions.  En  admettant  le  chififre  trouve  par  Kohlrausch-) 
pour  la  conductibilite  moleculaire  de  I'acide  chlorhydrique  norm, 
au  Vio  a  18*^  (351)  et  en  supposant  egale  a  383  la  conductibilite 
moleculaire  a  une  dilution  infinie,  on  aura  a  —  0,9165.  Dans 
I'experience  exceptionnelle  a  I'acide  chlorhydrique  norm,  au  Vioo, 
sans  addition  de  chlorure  de  sodium,  on  aura  a  --  0,9661. 

Dans  la  deuxieme  colonne  on  trouve  indiquee  la  concentra- 
tion d'ions  hydrogene  de  la  solution  (C),  chiffre  obtenu  tout 
simplement  en  multipliant  le  degre  de  dissociation  par  le  facteur 
de  normalite  de  I'acide.  La  troisieme  colonne  donne  la  valeur 
du  produit  0,0577  X  log -,• 

Dans  la  quatrieme  et  la  cinquieme  colonne  du  tableau  se 
trouvent  consignees  les  forces  electromotrices  avec  intercalation 
des  solutions  respectivcment  1,75  norm,  et  3,5  norm,  de  chlorure 
potassique,  et  la  sixieme  colonne  renferme  la  valeur  de  .t  extra- 


^)  Zeilsclir.   physik.  Clicmie  31,    2041   (1899). 

*)  V.  Kohlrausch   iiml   L.   Ilolborn:    Das  I,eilverino_<jen  der  Elcktiolyic  1898, 
p.    160. 
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Tableau 


La  force  electromotrice  ,t 


d'une  pile  composee  d'une  electrode  au  calomel  plongee  dans  une  solution 

norm,  au  lo*^  de  chlorure  potassique  et,  d'autre  part,  d'une  electrode  en  platine 

hydrogenee  placee  dans  une  solution  normale  d'ions  hydrogene  a   i8°. 
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polee  au  moyen  de  ces  deux  valeurs.  Enfin,  la  derniere  colonne 
contient  la  valeur  de  tt^  calculee  au  moyen  de  I'equation  (II)  ci- 
dessus  indiquee. 

II  est  indique  au  tableau,  par  des  barres  transversales,  que 
les  mesures  y  reunies  peuvent  etre  rangees  en  quatre  series 
d'essais,  dont  la  premiere  a  ete  executee,  il  y  a  trois  ans  environ, 
par  moi,  tandis  que  les  trois  autres  ont  ete  eftectuees  a  diverses 
epoques  par  M.  S.  Palitzsch. 

La  valeur  moyenne  de  tx^,  calculee  au  moyen  de  toutes  les 
mesures,  est  de  0,3377,  et  ce  n'est  que  dans  un  seul  cas  que 
I'ecart  avec  cette  moyenne  est  superieur  a  i  millivolt;  le  plus 
souvent  il  est  beaucoup  moindre.  Les  ecarts  entre  nos  expe- 
riences sont  done  du  meme  ordre  de  grandeur  que  ceux  constates 
dans  les  mesurages  faits  par  N.  Bjerrum^);  mais  il  est  a  re- 
marquer  que  la  moyenne  obtenue  par  moi  (0,3377)  ^st  superieure 
de  I  millivolt  a  celle  trouvee  par  Bjerrum  (0,3367);  du  reste 
cependant,  elle  Concorde  excellemment  avec  celle  calculee  par 
Bjerrum  dans  ses  experiences  en  utilisant  la  formule  de  Planck 
pour  I'elimination  du  potentiel  de  diffusion. 

Quiconque  a  opere  sur  des  electrodes  a  hydrogene  salt  que, 
pourvu  que  I'electrode  soit  comme  elle  doit  etre,  il  est  chose 
facile,  en  mesurant  des  solutions  telles  que  celles  dont  il  est 
question  ici,  d'obtenir  des  resultats  constants,  c'est-a-dire  que  des 
mesures  repetees  d'une  seule  et  meme  solution  ne  presentent 
d'ordinaire  entre  elles  que  des  ecarts  de  quelques  dixiemes  de 
millivolt.  En  faisant  I'inspection  du  tableau,  on  pourrait  done  a 
premiere  vue  s'etonner  de  rencontrer  ici  des  desaccords  un  peu 
plus  grands.  Afin  de  mettre  en  lumiere  ce  phenomene,  j'ai  donne 
tous  les  resultats  de  nos  mesurages,  et  je  vais  y  ajouter  quelques 
remarques  au  sujet  des  facteurs  qui  seraient  susceptibles  d'in- 
fluencer  I'exactitude  du  resultat. 

Ces  remarques  s'appliquent  non  seulement  aux  mesures  dont 
je  viens  de  parler,  mais  aussi,  en  general,  a  celles  relatees  au 
chapitre  suivant  et  portant  sur  des  solutions  de  composition  peu 
complexe,  ([ui  permettent  d'arriver  a  un  accord  cgalant  celui 
obtenu  dans  la  determination  de  tj^  (voir,  par  ex.,  p  44),  accord 
realise  en  fait  par  des  mesurages  repetes  durant  nombre  d'ann^es. 

Les   solutions   examinees   avaient   toutes   ete   preparees   avec 

*)  Voir  Zeitschr.  physik.C'hcniic  53,  432  (1905);  Mem.  de  1' Acad.  Roy.  dcDanemark 
[7]  Seel.  d.  Sc.  t.  IV,  15;  .SuidiLT  over  basiske  Kroiniforhiiulclscr,  ji.  38(1908). 
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tant  de  soins,  qu'elles  ne  presentaient  surement  jamais  de  diver- 
gences de  composition  electrometriquement  mesurables. 

Nous  nous  sommes  servis  ordinairement  de  plus  d'une  elec- 
trode au  calomel,  et  dans  les  cas  tres  rares  oii  une  electrode  a 
donne  des  resultats  s'ecartant  de  plus  de  deux  ou  trois  dixiemes 
de  millivolt  des  valeurs  obtenues,  dans  des  conditions  egales 
d'ailleurs,  avec  d'autres  electrodes  au  calomel,  nous  avons  rejete 
cette  electrode  defectueuse;  de  sorte  qu'ici  encore,  nous  n'avons 
pu  faire  de  fautes  sensibles. 

Pour  ce  qui  concerne  les  electrodes  a  hydrogene,  il  n'en  est 
plus  de  meme.  On  sait,  en  effet,  que  I'une  des  deux  electrodes 
a  hydrogene  ne  se  comporte  pas  toujours  exactement  comme 
I'autre,  et  il  peut  meme  arriver,  bien  que  rarement,  qu'une  elec- 
trode irreprehensible  donne  soudainement  des  resultats  fautifs. 
II  faut  done  continuellement  faire  attention  aux  electrodes  a  hy- 
drogene et  avoir  soin  de  verifier  la  normalite  de  leur  etat.  En 
vue  de  ce  controle,  nous  avons,  par  intervalles,  ou  si  la  necessite 
s'en  faisait  sentir,  mesure  quelques  melanges  appropries  des  solu- 
tions decrites  dans  la  suite,  par  exemple  un  melange  compose 
de  8  volumes  de  solution  de  glycocolle  et  de  2  volumes  d'acide 
chlorhydrique  norm,  au  Vio  (voir  p.  43).  Ces  melanges  ont  ete 
choisis  de  maniere  a  ce  que  leur  composition  exclue  la  possi- 
bilite  qu'une  legere  impurete,  soit  des  ingredients  alcalins  pro- 
venant  du  verre,  puisse  influencer  le  resultat  du  mesurage  et, 
de  plus,  nous  nous  sommes  arranges  de  fagon  a  supprimer  I'ex- 
trapolation  et,  partant,  I'erreur  a  laquelle  celle-ci  donne  lieu. 

En  operant  ainsi,  on  obtient  un  controle  effectif,  a  I'aide 
duquel  on  peut  rejeter  les  electrodes  d'action  anormale;  toute- 
fois,  il  est  evident  qu'on  court  ici  toujours  le  risque  de  faire  une 
erreur  qui  ne  pourra  certainement  etre  evaluee  a  moins  de  ^h 
millivolt. 

II  est  evident  que  la  methode  employee  elle-meme,  elimina- 
tion du  potentiel  de  diffusion  par  extrapolation,  comporte  une 
source  d'erreur  dont  il  faut  tenir  compte.  D'un  autre  cote,  le 
tableau  ne  montre  pas  la  moindre  indication  d'une  relation  entre 
la  grandeur  de  I'extrapolation  et  la  valeur  de  tt^.  On  constate 
que  la  grandeur  de  I'extrapolation  decroit  a  peu  pres  proportion- 
nellement  a  la  concentration  des  ions  hydrogene  dans  les  solu- 
tions dans  lesquelles  on  peut  considerer  comme  constante  la  con- 
centration en  ions  chlore. 
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Ainsi^  il  n'y  a  guere  lieu  de  croire  que  I'extrapolation  ait  eu 
pour  effet  de  faire  deplacer  vers  I'un  ou  I'autre  cote  la  moyenne 
des  valeurs  moyennes  de  jt^. 

En  considerant  comment  les  extrapolations  des  experiences 
individuelles  s'ecartent  des  valeurs  moyennes  sus-indiquees  de 
i'extrapolation,  on  verra  que  I'erreur  dont  une  determination  peut 
etre  entachee  par  suite  de  I'extrapolation,  ne  saurait  etre  evaluee 
a  moins  d'un  demi-millivolt. 

Dans  les  mesurages  de  ce  genre,  il  importe  d'avoir  soin  d'une 
isolation  aussi  complete  que  possible  de  tous  les  appareils  utilises. 
Si  j'insiste  sur  ce  point,  du  reste  evident,  c'est  qu'au  cours  de 
I'execution  de  ces  travaux  nous  avons  rencontre  certaines  diffi- 
cultes  attribuables  sans  doute  a  une  isolation  defectueuse  et  que 
nous  ne  sommes  parvenus  a  surmonter  qu'en  plagant,  sur  le  con- 
seil  de  M.  le  professeur  Prytz,  chaque  partie  de  I'appareil  de 
mesurage  sur  un  bloc  de  paraffine,  d'une  part,  et,  de  I'autre,  en 
faisant  traverser  a  Thydrogene,  dans  son  passage  de  I'appareil  ga- 
zogene electrolytique  au  vase  renfermant  I'electrode,  deux  tubes 
contenant  du  chlorure  de  calcium  et  relies  I'un  a  I'autre  par  lui 
tube  en  verre.  Ce  dernier  dispositif  offrait  tout  au  moins  cet 
avantage,  qu'il  ne  pouvait  se  former  sur  la  parol  interieure  de  ce 
dernier  tube  une  couche  d'humidite  conduisant  I'electricite.  Au- 
paravant,  il  arrivait  quelquefois  que,  lorsque  le  court-circuit  ces- 
sait  ou  qu'un  nouveau  se  produisait,  I'electromctre  capillaire  ac- 
cusait  {'existence  d'une  difference  plus  ou  moins  forte  de  tension, 
meme  quand  relectrometrc  n'etait  intercalc  dans  aucun  circuit; 
mais  apres  avoir  mis  a  execution  ces  mesures  de  precaution,  nous 
n'avons  jamais  pu  constater  aucun  mouvement  sArement  mesu- 
rable  de  la  colonne  de  mercure,   lorsque  le  circuit  ctait  rompu. 

Si  j'insiste  tant  sur  cet  etat  de  choses,  c'est  qu'il  me  semble 
assez  plausible  de  presumcr  que  la  cause  des  ccarts  (juc  presen- 
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tent  entre  eux  les  resultats  experimentaux  reunis  au  tableau  i, 
doit  etre  cherchee  dans  de  telles  sources  d'erreur  en  grande  partie 
incontrolables.  Etant  donne  que  dans  les  quatre  series  d'ex- 
periences  la  valeur  moyenne  de  jt^  est  respectivement  0,3379, 
0,3379,  0,3371  et  0,3383,  et  que  les  deux  dernieres  series,  qui 
accusent  la  plus  grande  divergence,  ont  ete  executees  apres 
I'adoption  des  mesures  ci-dessus  indiquees,  il  me  semble  assez 
vraisemblable  que,  par  suite  de  pareilles  sources  inconnues  d'er- 
reurs,  il  pent  y  avoir  des  periodes  011  les  mesurages  donnent 
generalement  des  chiffres  trop  peu  eleves,  et  d'autres  epoques 
ou  c'est  I'inverse  qui  a  lieu,  et  cela  meme  si  Ton  opere  dans  des 
conditions  tout  a  fait  identiques  d'ailleurs.  Nous  avons  pu  con- 
stater  ce  curieux  phenomene  non  seulement  dans  ces  deux  series 
experimentales,  mais  encore  au  cours  de  nos  longues  et  nom- 
breuses  series  de  mesurages. 

En  prenant  en  consideration  toutes  ces  circonstances,  et  en 
songeant  que  tous  les  mesurages  ont  ete  effectues  par  deux  per- 
sonnes  a  des  epoques  bien  dififerentes  et  sur  des  solutions  et 
electrodes  varices,  je  suis  porte  a  croire  qu'on  ne  pent  guere 
s'attendre  a  obtenir,  entre  les  valeurs  de  n^  des  differents  essais, 
un  meilleur  accord  que  celui  que  nous  avons  realise.  D'un  autre 
cote,  je  pense  que  le  grand  nombre  d'experiences  permettent  de 
considerer  comme,  a  peu  de  chose  pres,  exacte  la  valeur  moyenne 
de  jT^:  0,3377,  et  nous  avons  done  adopte  cette  valeur  partout 
dans  la  suite. 

Si  nous  introduisons  cette  valeur  de  ji^  dans  1  equation  (II) 
(p.  23),  celle-ci  revetira  la  forme  suivante: 

^P  =  0,3377  +  0,0577  log  p-  (III) 

p 
Dans  tous  les  cas  traites  dans  le  present  memoire,  Cp  —  qui 

signifie,  comme  nous  I'avons  dit,  le  facteur  de  normalite  de  la 
solution  sous  le  rapport  des  ions  hydrogene  ou,  en  d'autres 
termes,  le  nombre  d'atomes-grammes  d'ions  hydrogene  par  litre 
—  est  plus  petit  que  i  et  peut  etre  pose  egal  a  io~p,  oi^i  pour 
le  nombre  /  je  propose  le  nom  d'exposant  des  ions  hy- 
drogene et  la  designation  p+.  Par  exposant  des  ions 
hydrogene  (p+)  dune  solution,  nous  entendons  done  le  loga- 
rithm e  B r i g g  de  la  valeur  r e c i p r o q u e  d  u  f a c t e u r  d e  n o r- 
malite  de  la  solution   relativement  aux  ions  hj'drogene^). 

'j  Comme   il   n'esl  d'ordinaire    pas    question  ile  solulions  d'ions  hydrogene  plus 
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En  introduisant  dans  la  formule  (III)  ci-dessus  la  valeur 
I0~P+   pour  Cp,  on  aura 

^  =  0,3377  +  0,0577  X  p+  (IV) 

et 

"     0,0577 

On  voit  qu'an  moyen  de  ces  deux  dernieres  equations,  on 
peut  calculer  jt  quand  la  concentration  en  ions  hydrogene  et, 
par  consequent,  I'exposant  des  ions  hydrogene  est  donne,  et 
inversement. 

En  outre,  on  voit  aisement  que  le  rapport  de  jr  a  p+  peut 
etre  exprime  graphiquement  par  une  ligne  droite  qui,  quand  on 
porte  en  ordonnees  les  valeurs  de  ji  et  en  abscisses  celles  de 
p+,  coupera  I'axe  des  ordonnees  au  point  0,3377  ^t  dont  la  di- 
rection est  completement  determinee  par  le  facteur  0,0577.  En 
changeant  la  valeur  de  jt^  (0,3377),  on  fera  deplacer  cette  ligne 
dans  le  systeme  des  coordonnees,  mais  sa  direction  ne  changera 
pas.  Au  contraire,  cette  derniere  sera  variable  suivant  les  diffe- 
rentes  temperatures,  vu  que  le  facteur  0,0577  "'est  valable  qu'a 
18^  (voir  p.  22). 

A  la  table  principale  decourbes  annexee  a  ce  memoire 
on  trouvera  aisement  cette  ligne,  qui  est  designee  comme  ligne 
des  exposants.  La  signification  de  cette  ligne  reside 
done  en  ce  qu'au  moyen  d'elle  on  peut  graphiquement, 
sans  aucun  calcul,  convertir  une  valeur  mesuree  de  ji 
en  la  valeur  correspondante  de  pjt,  et  inversement. 

c.    Determination  de  la  constante  de  dissociation  de  I'eau. 

Comme  il  a  ete  dit  deja  dans  I'introduction  a  ce  memoire 
(voir  p.  3),  il  est  ordinairement  le  plus  rationnel  de  calculer 
avec  la  concentration  en  ions  hydrogene,  parce  qu'elle  est  plus 
susceptible  d'une  determination  directe  et  exacte  que  ne  lest  la 
concentration  des  ions  hydroxyle.  Cependaiit,  il  est  a  noter  qu'il 
y  a  beaucoup  de  cas  oij  Ton  arriverait  a  s'orienter  plus  facile- 
ment   en   nommant   la    teneur  en  ions  hydroxyle  d'un  liquide  al- 


fortes  qu'une  soliilion  normalc,  j'ai  choisi  la  (Icfmilioii  ci  dcssus  tie  rexjio- 
sant  des  ions  hydrogene,  <|iii  par  suite  sera  gcncralenienl  un  noinhre  positif: 
il  ne  sera  n«5fjatif  que  dans  les  cas  bien  rares  ou  Tou  a  afl'aire  a  des  solu- 
tions  plus   fortes   (]Ue   la    noriiialc. 


30 

calin,  et  il  devient  des  lors  tres  important  de  connaitre  bien 
exactement  la  constante  de  dissociation  de  I'eau,  quantite  qui, 
comme  on  le  verra  vers  la  fin  de  ce  chapitre,  a  ete  determinee 
tres  souvent  et  par  des  voies  toutes  differentes,  avec  des  resul- 
tats  concordant  assez  bien.  J'ai  cependant  pense  qu'il  ne  serait 
pas  sans  interet,  conjointement  avec  nos  autres  mesures  electro- 
metriques,  d'en  faire  une  nouvelle  determination  a  I'aide  de  la 
chaine  gazeuse,  et  je  vais  maintenant  relater  quelques  series 
d'essais  que  nous  avons  effectuees  dans  ce  but. 

Voici  le  principe  bien  simple  de  notre  procede:  par  mesures 
electrometriques  operees  de  la  fagon  decrite  plus  haut  (voir  p. 
20),  nous  avons  determine  la  concentration  des  ions  hydrogene 
dans  des  solutions  convenablement  diluees  d'hydroxyde  de  sodium, 
solutions  dont  on  connaissait  le  degre  de  dissociation  et,  par 
consequent,  aussi  la  concentration  en  ions  hydroxyle.  En  mul- 
tipliant  la  concentration  d'ions  hydrogene  mesuree  par  la  con- 
centration d'ions  hydroxyle  calculee,  on  arrivait  alors  a  la  quan- 
tite cherchee. 

En  outre,  nous  avions  en  meme  temps  I'occasion  de  controler 
si  I'extrapolation  —  qui,  cela  va  sans  dire,  etait  de  grandeur 
differente  dans  le  mesurage  de  solutions  de  concentrations  diffe- 
rentes —  comportait  une  source  d'erreurs  sensibles.  II  ressort  de 
ce  qui  va  suivre,  qu'il  n'en  etait  pas  ainsi,  et  je  considere  ce 
resultat  comme  une  preuve  que,  meme  dans  le  cas  de  liquides 
assez  fortement  alcalins,  il  est  recommandable  d'avoir  recours  a 
la  methode  d'extrapolation  indiquee  par  Bjerrum. 

Les  essais  en  question  se  trouvent  consignes  dans  le  tableau  2. 

Dans  la  premiere  colonne  de  ce  tableau,  on  trouve  indiquee 
la  composition  des  solutions  examinees.  On  voit  que  la  concen- 
tration de  I'hydroxyde  sodique  a  subi  de  fortes  variations  (de 
norm,  au  Vio  a  norm,  au  Vioo),  alors  que  la  teneur  totale  en 
sodium  a  ete  la  meme  (norm,  au  Vio)  dans  tous  les  essais.  C'est 
pourquoi  j'ai  calcule  dans  tous  les  essais  avec  un  meme  degre 
de  dissociation  (a)  (comp,  p.  23)  pour  I'hydroxyde  sodique.  En 
admettant  les  chiffres  de  Kohlrausch^)  pour  la  conductibilite 
moleculaire  d'une  solution  norm,  au  Vio  d'hydroxyde  de  sodium 
a  18°   (183),    et   en    posant    egale  a  217,6  la  conductibilite  mole- 


*)   F.   Kohl  rail  sch    und    L.   II  ol  born:     Das    Leitverinogen    der    Elcktrolyte. 
1898,   p.  160. 
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Tableau  2.     Constante  de  dissociation  de  I'eau  (C^  x  qh^^  ^   *^°' 
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de  soude  o. i  n  

—  O.I  n 

—  O.I  n  

—  0.1  n 

—  0.1  n 

—  0.1  n 

—  0.05  n  +  sol.  deNaCl  0.05  n 

—  0.05  n  +  —  0.05  n 

—  0.02  n+  —  0.08  n 

—  0.02  n  +  —  O  08  n 

—  o.oi  n  +  —  0.09  n 

—  o  01  n  +  —  0.09  n 

—  o.  I  n 

—  o.l  n 

—  O.I  n 

—  0.06  n  +  sol.de  NaCI  0.04  n 

—  0,06  n+  —  0.04  n 

—  0.04  n  +  —  0.06  n 

—  0.04  n  +  —  0,06  n 

—  0.02  n  +  —  0.08  n 

—  0.02  n  +  —  0.08  n 

—  0.01  n  +  —  0.09  n 
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—  0.1  n 

—  0.1  n 
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q 
1.075 


1.376 

1-775 
2.075 
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1.297 
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1.0852 
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-0345 
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I  0759 
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1.0871 
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1.0713 
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1 .07  7 1 
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1.05 1 2 
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1.0893 
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1.0886 
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1.0922 
1 .0905 

1. 09 1 8 
1.0927 
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3.071 
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3.067 
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2.853 

2.854 
2.674 
2.679 
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p  +  q 

4.IOI 

4. 111 
4.132 

4-137 
4.096 
4.089 

4. 112 
4.097 
4-I13 
4113 
4.099 
4.101 
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4.146 
4. 141 
4.150 
4.162 
4.153 
4-157 
4  153 
4-'54 
4-151 
4.148 


4.142 
4.151 
4.122 
4.144 
4.160 
4  132 
4  150 
4-151 
4.148 

4- "53 
4.149 

4. 1 56 


0.793 
0-774 
0.73. 

0-72y 
0.80  ■ 
0.81., 

0.773 
0.80,, 

o.77i 
o.77i 
0.79. 
0.793 

0.684 
o.  7 1  ,_ 
0.723 
0.70s 
0.68s 
0.703 
0.69- 
0.703 
0.70, 
0.70 ,-, 
0.71, 

0.72, 
0.7O1; 
0.7  5. s 

0.7  K 
0.692 

o.73» 
0.70s 
0.706 
0.71  J 
0.703 
0.7 1 0 
o.6q. 


C+ 


Vnkur  iiioyeniie  (voir  f^.j2)  lic  la  coiislaiilc  lic  dissociation  de  I'eau  :  0.72  X  10—14 
Cqii  (pour  I'eau  pure  et  ies  soiudotts  neutres)  1     o.Sj  X  io—7  =:  10— 7  07 • 
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culaire  a  une  dilution  infinie  (la  somme  des  vitesses  de  deplace- 
ment  des  deux  ions  43,6  4-  174)^),  on  aura  a  —  0,841. 

Dans  la  deuxieme  colonne  on  trouve  la  concentration  des 
ions  hydroxyle  calculee  au  moyen  du  degre  de  dissociation  et 
de  la  teneur  en  hydroxyde  sodique. 

Les  troisieme  et  quatrieme  colonnes  indiquent  les  forces 
electromotrices  mesurees  en  intercalant,  I'une  apres  I'autre,  deux 
solutions,  1,75-norm.  et  3,5-norm.,  de  chlorure  de  potassium;  la 
cinquieme  colonne  contient  la  valeur  de  jt  extrapolee  a  partir  de 
ces  deux  valeurs,  et  la  sixieme  colonne  la  valeur  de  I'exposant 
des  ions  hydrogene  calculee  a  I'aide  de  71  extrapolee,  d'apres 
I'equation  (V)  (voir  p.  29). 

Les  deux  dernieres  colonnes,  enfin,  donnent  le  produit  des 
concentrations  en  ions  hydrogene  et  hydroxyle  de  la  solution 
mesuree,  produit  exprime  soit  comme  une  puissance  fractionnaire 
negative  de   10,  soit  comme  un  facteur  multiplie  par   10   '^ 

Par  des  barres  transversales,  nous  avons  fait  ressortir  que  les 
mesures  ont  ete  executees  dans  trois  series  a  differentes  epoques, 
sur  des  materiaux  divers  et  chaque  fois  sur  des  solutions  fraiche- 
ment  preparees.  L'inspection  de  la  derniere  colonne  du  tableau 
montre  clairement  qu'en  general,  la  valeur  de  la  constante  de 
dissociation  de  I'eau  a  ete  trouvee  plus  elevee  dans  la  premiere 
serie  que  dans  les  deux  dernieres,  la  moyenne  de  /'  dans  les 
trois  series  d'essais  etant  de  0,780,  0,704  et  0,714.  La  premiere 
serie^)  a  ete  executee  avant,  les  deux  dernieres  series  apres 
I'adoption  des  mesures  de  precaution  mentionnees  plus  haut  (voir 
p.  27),  de  sorte  qu'il  convient  d'avoir  plus  de  confiance  dans  les 
valeurs  trouvees  en  dernier  lieu.  Cependant,  comme  les  mesures 
de  la  premiere  serie  n'ont  donne  lieu  a  aucune  observation,  j'ai 
cru  devoir  donner  toutes  les  trois  series  d'experiences;  toutefois, 
dans  le  calcul  de  la  moyenne  totale,  j'attribue  aux  valeurs  des 
deuxieme  et  troisieme  series  une  importance  double  de  celles  de 
la  premiere.  La  valeur  moyenne,  calculee  de  cette  maniere,  de 
la  constante  de  dissociation  de  I'eau  a  18",  sera 
0,72  X  lo-"'*  —  io-'4,M. 

Par  consequent,  dans  I'eau  pure  et  dans  les  solutions  reelle- 


^)  F.  Kohlrausch:   Lehrhuch  der  praktischen  Physik  (1901),   p.  596. 
^)  C'est  a  cette  premiere  serie  de    mesures  que  se  rapporte  une  remarque  dans 
un   mcmoire  anierieur  (Ces  momes   Comptesrendus   7,   8  (1907). 
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ment   neutres,    la  concentration  des  ions  hydrogene  et  hydroxyle 
sera 

0,85    X    10-7  =    IO-7'°7. 

En  examinant  les  chiffres  donnes  dans  le  tableau  2,  on  voit 
que  les  ecarts  entre  les  resultats  de  mesurages  de  solutions  de 
composition  identique  sont  ici  plus  grands  que  dans  le  tableau  i, 
et  Ton  constate  que  les  ecarts  avec  la  moyenne  peuvent  meme 
depasser  2  millivolt.  Si  j'insiste  sur  ce  resultat,  c'est  qu'un  ecart 
aussi  grand  se  presente,  en  general,  bien  rarement  dans  les  me- 
surages d'une  allure  normale. 

II  ressort  nettement  du  tableau  2  que  I'extrapolation  ne 
comporte  pas  de  source  d'erreur  sensible;  car  la  constante  k  de 
la  derniere  colonne  ne  varie  en  aucune  fac^on  avec  I'extrapolation. 
r{n  ce  qui  concerne,  du  reste,  cette  derniere,  comparee  avec  celle 
faite  dans  les  mesures  d'acides  chlorhydriques  de  concentration 
analogue,  il  est  a  remarquer  que,  comme  on  pouvait  s'y  attendre, 
elle  est  considerablement  plus  petite  et  de  signe  contraire.  Ainsi 
qu'il  appert  du  petit  tableau  ci-apres,  I'extrapolation  decroit  avec 
la  concentration  de  I'hydroxyde  sodique. 
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A   titre  de  comparaison  avec  la  valeur  precedemnicnt  trouvee  de 
la  constante  de  dissociation  de  I'eau  k   18": 

C+  X  CoH  =  (0,85  X  10-')-  =  0,72  X  10- 'S 

nous  allons  donner  brievement  les  determinations  les  plus  iniportantes 
jus(}u'ici  efifectuees  de  cette  tjuantite.  Le  coefficient  de  temperature 
est  si  grand  que,  pour  etre  recalculees  a  la  temperature  de  iS*^, 
les  valeurs  trouvees  a  25*^  de  C+  et  C,,h  doivent  etre  diminuees  de 
24  ^/o  environ  ^). 

I  **  A    I'aide    de    la    chaine    ga/euse    entre  acide    normal  et  base 
normale  (de  plus  amples  details  mancjuent),   VV.  Ost  wald"-)  a  trouve 

*)  Kohlrausch  et   II  ey  d  we  1 11  cr  :    \\  icd.  Ann.  53,   234   riS94) 
*)   Zeilsclir.  physdv.  CluMnic.  11,    521    (1893). 
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une  difference  de  tension  d'environ  o,  7  volt.  Au  moyen  de  ce 
chiffre,  W.  Nernst^),  calculant  la  constante  de  dissociation  de  I'eau 
k   18",  trouve  0,64  X  io"'+. 

2*^  En  calculant  la  constante  de  dissociation  de  I'eau  a  25'^,  a 
partir  des  observations  de  Shield  sur  I'hydrolyse  de  I'acetate  de 
sodium,  S.  Arrhenius-  arrive  a  la  valeur  suivante  (1,125  X  io~7)-' 
—  env.    1,27  X  10    ■•♦.      Recalculee  a    18^:  environ  0,73  X  io~''*. 

3^  A  I'instigation  de  van't  Hoff,  I.  I.  A.  Wijs^)  a  cherche  la 
vitesse  de  saponification  de  I'acetate  de  methyle  dans  I'eau  pure  et 
a  trouve  pour  la  constante  de  dissociation  de  I'eau  a  24*^,8:  (1,2  X 
io~7)2  =  1,44  X  lo"'*.     Recalculee  a   18'':  environ  0,83  X  10    '^ 

4''  En  determinant  la  conductivity  dune  eau  purifiee  avec  le 
plus  grand  soin  possible,  F.  Kohlrausch  et  Ad.  H  ey  d  wei  1  ler  *) 
ont  trouve  que   i    1.  d'eau  contient 

a   18°:     0,8  X  10^'' gr.  d'ions  hydrogene 
et  a   25*^:    1,05  X  io~^7  -       —  — 

A  partir  de  la,  la  constante  de  dissociation  de  I'eau  est  calculee 
comme  suit: 

I  -  '        X    10-')-  ■=  0,63  X  lo-'-*  a   18" 


10    'Y  =  1,09  X  io~"t  a   25'^ 


et 

'  1^,05 
1 ,008 

5^  A  une  temperature  de  25^3.26^,  R.  Lowenherz^)  a  mesure 
la  force  electromotrice  de  quelques  elements  composes  de  deux 
electrodes  d'hydrogene,  dont  I'une  etait  plongee  dans  de  I'acide 
chlorhydrique  (norm,  au  ^/lo  ou  norm,  au  '/loo),  I'autre  dans  une  solu- 
tion d'hydroxyde  de  sodium  (norm,  au  Vio  ou  au  Vioo)'  comme 
liqueur  intermediaire  il  se  servait  d'une  solution  equimoleculaire  de 
chlorure  de  lithium ,  et  les  potentiels  de  diffusion  furent  calcules 
d'apres  Planck.  Le  principe  de  cette  methode  etait  done  exacte- 
ment  le  meme  que  celui  que  nous  avons  pris  pour  base  de  nos 
essais.  8  essais^)  sur  de  I'acide  chlorhydrique  norm,  au  ^/lo  et  une 
solution  d'hydroxyde  de  sodium  norm,  au  Vio,  permirent  a  Lowen- 
herz  de  calculer  la  valeur  1,187  X  io~^.  et  6  experiences')  sur  de 
I'acide  chlorhydrique  norm,  au  \'ioo  et  une  solution  norm,  au  ^/loo 
d'hydroxyde  sodique  donnerent  la  valeur  1,075  X  io~".  La  moyenne 
de  ces  deux  valeurs  fournit    la    constante    de    dissociation    de  I'eau  a 


*)  Zeitsclir.  physik.  Chcmie    14,    155   (1S94) 

')    I  hut.    11,    827   (1893) 

^)   Ib'hl.    11,   492  (1893),     12,   514   (1893);    comp.   aussi  :    J.j.van    Lnar.      Ih'ul. 

13,    736  (1893)- 
«)   Wied.  .\nn.  53,    209  (1894). 
*)  /citschr   physik.  Cheinie  20,   283  (1896). 

")  Lc   plus  grand  ccart  avec    la   valeur  moyenne  de  .<t  etait  de  3,1    millivolt. 
')  Le   plus  grand   ccart   avec   la  valeur  moyenne   de  n   etait   de   3,8   millivolt. 
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25^   a  26^;    (1,13  X  io-7)2  =  1,28  X  10-'^;    recalculee  a   18°:    en- 
viron 0,74  X  io~'4. 

6*^  Plus  recemment,  C.  W.  KanoltM,  en  examinant  I'hydrolyse 
du  sel  d'ammonium  du  dicetotetrahydrothiazole ,  a  trouve  pour  la 
constante  de  dissociation  de  I'eau: 

a   25'':   0,82  X  io^'4 
et   a    18":   0,46  X  lo-^-t 

7*^  De  meme,  H.  Lunden-),  en  mesurant  I'hydrolyse  du  sel 
trimethylepyrridinique  du  p-nitrophenol,  a  trouve  pour  la  constante 
de  dissociation  de  I'eau  a  15*^:  0,46  X  io~'+,  et  a  25":  1,05  X  lo"'''-, 
recalculee  a   18*^:  environ  0,61  X  10  ^'4. 

d.     Les  solutions   etalons   et   leur   mesurage   par  voie  electrometrique ; 
table  de  courbes  principale. 

Les  solutions  etalons  utilisees  dans  la  methode  colorimetrique 
et  mentionnees  deja  dans  notre  introduction  (voir  p.  17),  sont  les 
suivantes: 

i"  Un  acide  chlorhydrique  norn:ial  au  ^/lo  (lorsque  aucun 
nialentendu  n'est  possible,  nous  designons  cette  solution  quelque- 
fois  simplement  par  «HC1»). 

2"  Une  solution  normale  au  Vio  d'hydroxy.de  de  sodium 
(solution  designee     NaOH»). 

3*^  Une  solution  normale  au  Vio  de  glycocolle,  additionnee 
de  chlorure  de  sodium  et  renfermant,  par  litre,  7  ^SS^S  ^^  Sh' 
cocolle  et  5  2^85  de  chlorure  sodique  pur  (solution  designee 
«glycocolle»)^). 

40  Une  solution  Vio-moleculaire  de  phosphate  primaire  de 
potassium,  laquelle  contient  done  9  s'-,078  de  KH.,P04  par  litre 
(solution  designee   « phosphate  prim.»). 

5*^  Une  solution  Vismoleculaire  de  phosphate  secondaire  de 
sodium,  contenant  par  litre  ii  =^876  de  Na2HP04,  2H2O  (solu- 
tion designee  «phosphate  sec.»). 

6"  Une  solution  o, l-moleculaire  de  citrate  secondaire  de  so- 
dium, preparee  en  dissolvant  21  s'^,008  d'acide  citrique  hydrate 
dans  200  cc.  d'unc  solution  normale  d'hydroxyde  de  sodium  et 
completant  avec  de  Teau  jusqu'a  i  1.  (solution  designee  «citrate»). 

7"    Une  solution    alcaline    d'acide    borique,    preparee  par  dis- 


')  Jouni.  Aiiicr   (hem.  Soc.   29,    1402  (1907) 

*)  Mcddi'landen   (ran   Vetenskapsakadciniciis   Nohcliiisiiuit    1,    n"  S  (i<)07) 

")  Far  suite  du   pcu   de  conduclivitc  du  glycocolle,   le   niesuras^e  clcctr<^metri(iuf 

a    nccessile    lemploi    dune    solution    de    glycocolle    contenant    <lu    chlorure 

sodi([ue. 

3* 


solution  de  0,2  molecules-grammes  d'acide  borique  (12  ^^404) 
dans  100  cc .  de  solution  normale  d'hydroxyde  de  sodium,  puis 
dilution  avec  de  I'eau  jusqu'a   i  1.  Csolution  designee  «borate»). 

Pour  la  preparation  de  ces  solutions  nous  employions  tou- 
jours  de  I'eau  distillee  qui,  par  ebullition  dans  des  recipients  en 
cuivre  etame,  avait  ete  debarrassee  de  son  acide  carbonique,  et 
les  flacons  jauges  employes,  aussi  bien  que  les  flacons  Wo u  Iff 
dans  lesquels  les  solutions  etaient  conservees  (voir  p.  17),  avaient 
ete  au  prealable  remplis  d'air  exempt  d  acide  carbonique.  Ge- 
neralement,  nous  preparions  en  une  fois  4  1.  de  solution  dans 
deux  flacons  de  2  1.  de  capacite.  Apres  I'avoir  rempli  jusqu'au 
trait  et  apres  avoir  bien  secoue,  on  fermait  le  flacon  jauge  au 
moyen  d'un  boucliDn  en  caoutchouc  perce  de  deux  trous  et 
traverse  de  deux  tubes  en  verre,  dont  I'un  etait  tres  court  et 
dont  I'autre  descendait  jusqu  au  fond  du  flacon;  au  moyen  de 
ce  simple  dispositif,  la  solution  pouvait  etre  transvasee  dans  le 
flacon  Wo u Iff  sans  entrer  en  contact  avec  lair  exterieur  conte- 
nant  de  I'acide  carbonique. 

On  prepara  de  I'acide  chlorhydriqu  e  norm,  au  ^/lo  en 
diluant  un  acide  chlorhydrique  i,o-normal  tres  soigneusement 
titre  en   employant  I'oxalate  de  sodium  comme  substance  type. 

La  solution  normale  au  Vio  d'hydroxyde  de  sodium,  fut 
preparee  par  dilution  d'une  solution  1,0-normale  d'hydroxyde 
sodique  exempt  de  carbonate^)  et  titree  a  lacide  chlorhydrique 
normal  ci-dessus  indique. 

Pour  la  preparation  des  autres  solutions  etalons,  il  etait  ne- 
cessaire  de  faire  emploi  de  substances  bien  appropriees  et  qui 
notamment  fussent  susceptibles  d'etre  preparees  a  I'etat  suffisam- 


*)  250  gr.  d'hydroxyde  de  sodium  e  Natrio  (C.  A.  F.  Kahlhaum)  fiirent  trailes 
jjar  300  cc.  d'eaii  dans  un  cylindre  ctroit  ferme  au  moyen  d'un  bouchon  en 
verre;  dans  une  lessive  aussi  forte  le  carbonate  sodique  ne  se  dissout  pas, 
aiais  se  depose  en  deux  ou  trois  jours,  ce  (|ui  permet  d'enlever  une  solu 
tion  d'hydroxyde  ]irati(]uement  exempte  de  carbonate.  (.Apres  dilution  avec 
de  I'eau  exempte  d'acide  carbonique,  addition  de  phcnolphtaleine,  el  puis 
d'acide  chlorhydrique  (ju'on  y  fail  tomber  goutte  a  goutte,  jusqu'a  colora- 
tion tres  legeremeni  rouge,  un  echanlillon  preleve  ne  doit  jias  etre  decolorc 
quand  on  y  ajoute  une  dose  meme  assez  forte  d'une  solution  de  chlorure 
de  baryum  bouillie  el  a  reaction  neutre).  Pensant  que  ce  precede  simple  et 
excellent  pour  la  preparation  de  lessive  de  soude  exempte  de  carbonate  n'est 
pas  generalement  connu,  j'ai  cru  utile  de  I'exposer  ici ;  je  I'ai  vu  pratiquer 
pour  la  premiere  fois  par  M.  R.  A.  Petersen ,  direcleur  du  laboratoire  de 
11..S truer,   a  Copenhague. 
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ment  pur,  de  meme  qu'elles  devaient  pouvoir  se  conserver  pen- 
dant longtenips  sans  subir  d'alterations  et  qu'il  fallait  pouvoir 
controler  leur  degre  de  purete  par  des  epreuves  aisees.  Pour 
chacune  des  substances  utilisees,  on  trouvera  ci-dessous  la  des- 
cription de  ces  epreuves  relatives  a  leur  purete.  Toutes  les 
substances  sont  fournies  par  C.  A.  F.  Kahlbaum,  a  Berlin,  a 
I'etat  garanti  pur,  c'est  a-dire  remplissant  a  ce  point  de  vue 
toutes  les  exigences  que  nous  venons  d'etablir. 

Glycocolle.  a)  Dissous  dans  20  cc.  d'eau,  2  gr.  de  gly- 
cocolle  doivent  donner  une  liqueur  limpide,  et  qui  doit  etre  tout 
a  fait  exempte  de  sulfate  et  de  chlorure  ou  renfermer,  tout  au 
plus,   une  trace  extreniement  faible  de  chlorure. 

b)  La  cendre  laissee  par  la  combustion  de  5  gr.  de  glyco- 
colle, doit  peser  2  mgr.  au  plus. 

c)  Apres  distillation,  dans  un  apparei!  distillateur  de  Kjel- 
dahl,  de  5  gr.  de  glycocolle  et  de  300  cc.  de  lessive  de  sonde 
a  5  "yo,  la  quantite  d'ammoniaque  distillee  doit  correspondre  a 
I  mgr.  d'azote  au  plus. 

d)  Dose  d'apres  Kjeldahl,  le  glycocolle  doit  accuser  une 
teneur  en  azote  de   18,67  i  ^>^  ^I^- 

Diverses  preparations  de  glycocolle  fournies  par  Kahlbaum 
remplissant  toutes  ces  exigences. 

Phosphate  primaire  de  potassium,  a)  Ce  sel  doit  donner 
une  solution  aqueuse  limpide,  et  ne  contenir  ni  sulfate  ni  chlorure. 

b)  Desseche  pendant  24  heures  a  loo*^  et  a  une  pression 
de  20  a  30  mm.,  le  sel  (dont  on  emploie  5  gr.  env.)  ne  doit  pas 
perdre  plus  de  0,1  ^/o,  et  si  ensuite  on  le  porte  au  rouge,  avec 
precaution,  dans  un  creuset  en  platine,  il  doit  subir  une  perte 
de  poids  de   13,23  +0,1  %. 

A  titre  d'exemple,  nous  pouvons  citer  qu'une  preparation  de 
C.  A.  F.  Kahlbaum  perdait  0,01*^/0  par  dessiccation,  puis  portee  au 
rouge   13,26  ^/o.  ^) 

Phosphate  secondai  re  de  sodium:  NaoHI'O^,  2  IloO.  Un 
phosphate  secondaire  de  sodium  se  rapprochant  de  tres  prcs  de 
cette  composition,  a  etc  decrit  par  Julius  Thomsen-'),  qui  a 
demontre  que,  pendant  le  passage  du  phosphate  sodique  de 
I'etat  anhydre  a  I'etat  hydrate,  il  se  produit  par  I'absorption  des 
deux   premieres   molecules   d'eau    plus   de   chaleur    (calculec    par 


')  Note  pendant  la  rciin]}rcssioii .   Voir  Note  suppletnentaire. 
')  Thermoch.  Untersucli.  III.  p.  120  {1883). 


38 

molecule  d'eau  de  cristallisation)  que  par  I'absorption  des  lo 
molecules  suivantes.  Depuis  ce  temps,  ce  sel  n'a  pas  ete  men- 
tionne  que  je  sache,  dans  la  litterature.  Sur  les  sels  generale- 
ment  connus  et  renfermant  12  ou  7  molecules  d'eau,  ce  sel  pre- 
sente  I'avantage  d'etre  resistant  a  Taction  de  I'air  a  la  temperature 
ordinaire  et  a  I'humidite  habituelle  de  lair  d'une  chambre. 

On  le  prepare  simplement  en  faisant  tomber  en  efflorescence  de 
pur  phosphate  sodique  commun  dans  des  conditions  convenables 
qu'on  peut  aisement  realiser,  et  on  I'obtient  alors  sous  forme 
dune  poudre  grenue  blanche  qui,  laissee  en  repos,  ne  s'empate 
pas,  comme  cela  se  produit  avec  le  phosphate  sodique  ordinaire. 
Comme  le  sel  en  question  peut  etre  conserve  inaltere  pendant 
des  annees  entieres,  il  se  prete  d'une  fa(;on  excellente  a  I'emploi 
comme  substance  etalon:  on  n'a  besoin  d'en  doser  la  teneur  en 
eau  qu'une  fois  pour  toutes  dans  une  assez  grande  portion,  et 
ainsi  qu'il  ressort  des  dosages  indiques  ci-dessous,  cette  teneur 
se  trouve  toujours  situee  si  pres  de  celle  calculee  pour  deux 
molecules  que,  pour  toutes  les  analyses  ordinaires,  on  peut 
compter  sur  I'exactitude  de  la  composition  calculee  du  sel. 

La  maniere  la  plus  commode  de  la  preparer  est  la  suivante : 

Apres  avoir  repandu,  en  couche  passablement  mince,  sur  du  papier, 

de  pur  phosphate  secondaire  de  sodium  a  12  mol.  d'eau,  on  I'aban- 

donne  a  la  temperature  ordinaire  (18°  a  22^),  autant  que  possible 

a  I'abri  de  la  poussiere.      Quand  on  remue  bien  la  matiere  tous 

les  jours  et  qu'au   bout   de  quelques  jours    on    reduit   en  poudre 

les  grumeaux  qui  peuvent  s'etre  formes,  I'efflorescence  sera  achevee 

apres    une  a  deux   semaines;    toutefois,    la    vitesse    avec  laquelle 

elle  s'opere  depend,  cela  va  sans  dire,  de  la  temperature  de  I'air 

et  de  son  degre  d'humidite.  Pendant  les  etes  humides,  ou  le  degre 
d'humidite  de  I'air  est  tr^s  eleve,  refflorescence  ne  s'opere  que  lente- 
ment  et  cesse  souvent  devant  le  sel  a  7  mol.  d'eau.  Cependant, 
lorsque  le  degre  d'humidite  descend  k  50  ^/o  ou  au-dessous,  ce  qui  arrive 
naturellement  presque  toujours  pour  I'air  de  la  chambre  pendant  la 
saison  froide,  I'efflorescence  va  plus  loin  et  atteint  le  sel  a  aHoO, 
et  ni  la  maison  C.  A.  F.  Kahlbaum,  ni  moi-nieme,  qui  ai  prepare 
a  plusieurs  reprises  des  quantites  notables  de  ce  sel ,  nous  n'avons 
eprouve  de  difficultes  appreciables  pour  obtenir  precisement  la  teneur 
voulue  en  eau.  II  est  toutefois  a  remarquer  que  I'efflorescence  peut 
aller  plus  loin,  si  le  sel  est  chaufife  plus  fortement  ou  qu'on  I'expose 
a  Taction  d'un  air  desseche  artificiellement;  mais  place  dans  des  con- 
ditions normales  (une  temperature  de  iS*'  a  22^  et  une  humidite  de 
30  a  50  ^/o),  un  pareil  sel  trop  fortement  deshydrate  ne  tardera  pas 
a  reprendre  la  composition  Na., HP()j,   2H._,C). 


Lorsque  I'efflorescence  parait  achevee,  on  pese  (avec  une 
exactitude  de  O"'',!  env.)  loo  gr.  de  ce  sel  sur  une  feuille  de 
papier,  puis  apres  encore  deux  ou  trois  jours  d'exposition  a  I'air, 
on  verifie,  en  pesant  de  nouveau,  si  I'efflorescence  est  complete 
ou  non.  Ouand  on  a  a  sa  disposition  un  echantillon  de  sel, 
prealablement  analyse,  de  la  composition  Na.2HP04,  2H.^0,  il 
est  recommandable  de  peser  aussi  lOO  gr.  de  ce  sel  et  de  le 
mettre,  pour  servir  de  temoin,  a  cote  de  I'autre  portion:  si  cet 
echantillon  temoin  ne  subit  pas  de  changement  de  poids,  on 
peut  etre  certain  que  la  temperature  et  I'humidite  sont  con- 
venables. 

Les  exigences  relatives  a  la  purete  sont  les  suivantes: 

a)  Le  sel  doit  donner  une  solution  aqueuse  limpide  et  etre 
exempt  de  sulfate  et  de  chiorure. 

b)  Apres  24  heures  de  dessiccation  a   100^  et  sous  une  pres- 

sion  de  20  a  30  mm.,    puis    chauffage    prudent  au  rouge  sombre 

jusqu'a    poids    constant,    la    perte    totaie    de    poids    doit    etre    de 

25,28  +  0,1  Vo;  pour  cette  operation  on  prend  env.   5  gr. 

Des  preparations  que  j'avais  faites  a  diverses  epoques,  ont  donne 
une  perte  de  poids  de,  respectivement,  25,24 — 25,23 — 25,30 — 25,23  %; 
un  sel  fourni  par  C.  A.  F.  Kahlbaum  perdait  25,36*^/0.^) 

Acide  citrique.  a)  L'acide  doit  donner  une  solution 
aqueuse  limpide  et  ne  doit  renfermer  ni  acide  sulfurique  ni  acide 
chlorhydrique;  la  teneur  en  cendre,  dont  on  fait  le  dosage  dans 
env.  5  gr.  de  l'acide,   doit  etre  bien  faible. 

Dans  deux  preparations  reques  a  differentes  epoques  de  C.  A.  F. 
Kahlbaum,  on  n'a  trouve  que  0,01  "/o  de  cendre. 

b)  La  teneur  en  eau  de  cristallisation  est  dosee  par  dessic- 
cation, jusqu'a  poids  constant,  a  70°  et  a  20  a  30  mm.  de  pres- 
sion;  soumis  a  cette  operation,  l'acide  citrique  doit  demeurer 
absolument  incolore,  et  la  perte  de  poids  doit  etre  de  8,58  +  0,1  ^jo. 
A  la  temperature  de  lOO*^,  l'acide  citrique  perd  toute  son  eau 
du  jour  au  lendemain;  un  chauliage  prolonge  le  fait  diminuer 
encore  de  poids,  et  la  matiere  devient  brunatre. 

Un  acide  citrique  de  Kahlbaum  perdait  a  70^  en  7  jours 
8,58%  en  tout,  ensuite  en  5  jours  rien ;  un  autre  echantillon  per- 
dait 8,59  Vo. 

c)  L'aciditc  de  l'acide  citrique  est  determine  par  titrage  au 
moyen  d'une  solution  d'hydroxyde  de  baryuni  norm,  au  '/&,   avec 


*)  Note  pendant   la   rcimpression.      Voir:    Note  supiilcuR-iitairo. 
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la  phenolphtaleine  comme  reactif  indicateur.  On  titre  jusqu'a 
coloration  nettement  rouge,  et  non  pas  jusqu'a  une  teinte  legere- 
ment  rose.  Malgre  le  precipite  forme  de  citrate  de  baryum,  le 
virage  est  fortement  accuse.  Ouand  on  se  sert  d'une  lessive  de 
.•toude  norm,  au  ^/s,  la  liqueur  reste  limpide,  mais  le  virage  est 
moins  prononce.  En  titrant  avec  environ  30  cc.  de  solution 
d'hydroxyde  de  baryum,  la  quantite  employee  ne  doit  s'ecarter 
du  calcul  que  de  O  *=%  i,  au  plus. 

Citons,  a  titre  d'exemples,  quelques  titrages  effectues  avec  deux 
preparations  de  Kahlbaum:  Employe  29 '^'',35  ou  29 '''^,40  de  Bar. 
norm,  au  Vs  (calcule   29  '^'^,36);  employe  36  '^'^,43   (calcule  36  '^'^^,48). 

Acide  borique.  On  chauffe,  dans  une  petite  fiole,  20  gr. 
d'acide  borique  avec  100  cc.  d'eau  bouillie.  au  bain-marie  forte- 
ment bouillant,  ce  qui  fait  entrer  le  tout  en  dissolution.  Un  re- 
froidissement  de  la  solution,  finalement  dans  de  I'eau  glacee,  fait 
tomber  la  plus  grande  partie  de  I'acide  borique.  On  passe  a 
la  trompe,  et  on  examine  la  liqueur  sous  le  rapport  des  impuretes 
qu'elle  pourrait  renfermer. 

a)  La  liqueur  doit  alors  etre  exempte  de  sulfate  et  de 
chlorure. 

b)  Dans  de  petites  eprouvettes  on  mesure  3  X  5  cc  de  la 
liqueur,  et  a  chaque  echantillon  on  ajoute  2  gouttes  d'une  solu- 
tion de  methylorange  {o^',!  de  methylorange  dans  i  1.  d'eau), 
addition  qui  doit  donner  une  teinte  orangee  a  tous  les  echan- 
tillons.  Si  maintenant  on  ajoute  a  Tun  des  trois  echantillons 
une  goutte  de  lessive  de  sonde  norm,  au  ^/lo,  il  doit  se  colorer 
enjaune,  tandis  qu'une  addition  d'une  goutte  d'acide  chlor- 
hydrique  norm,  au  ^/lo  a  un  autre  de  ces  echantillons  fera  prendre 
a  celui-ci  une  coloration  nettement  rouge. 

Cette  epreuve  tres  simple  est  basee  sur  ce  fait  qu'une  solu- 
tion aqueuse  d'acide  borique  pur,  additionnee  de  methylorange, 
prend  la  couleur  de  virage  du  reactif  indicateur  (comp.  p.  53)  et 
qu'en  presence  de  doses  meme  tres  minimes  de  bases  ou  d'acides 
etrangers,  elle  accuse  une  reaction  respectivement  alcaline  ou 
acide.  Des  essais  de  controle  sur  de  I'acide  borique  pur  re- 
cristallise  plusieurs  fois,  ont  montre  que  ce  procede  permet  de 
deceler  une  teneur  en  base  ou  en  acide  etrangers,  si  leur  pro- 
portion par  gramme  de  I'acide  borique  correspond  a  une  goutte, 
au  moins,  d'une  solution  normale  au  ^/lo. 

c)  On   evapore   dans    un   creuset   en   platine    pese   20  cc.    de 
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la  liqueur  filtree,  correspondant  a  4  gr.  d'acide  borique;  apres 
addition  d'environ  lo  gr.  d'acide  fluorhydrique  du  commerce 
et  d'environ  5  gr.  d'acide  sulfurique  concentre,  on  evapore  de 
nouveau,  on  porte  au  rouge,  et  on  pese.  Le  poids  du  residu 
—  corrige,  si  cela  est  necessaire,  sous  le  rapport  de  la  teneur 
de  I'acide  fluorhydrique  en  substances  non  volatiles  —  ne  doit 
pas  depasser  2  milligrammes. 

Deux  preparations  d'acide  borique  fournies  par  Kahlbaum  ont 
satisfait  a  toutes  les  exigences  etablies  ici. 

Dans  des  melanges  convenables  des  solutions  etalons  men- 
tionnees  plus  haut,  nous  avons  determine  electrometriquement  la 
concentration  des  ions  hydrogene  comme  precedemment  decrit 
(voir  p.  20);  les  resultats  se  trouvent  reunis  dans  les  tableaux 
3  a  6.  Dans  la  premiere  colonne  de  ceux-ci  nous  indiquons  la 
composition  de  10  cc.  du  melange,  dans  la  deuxieme  colonne  la 
force  electromotrice  trouvee  [jt]  de  I'element  compose  d'une  elec- 
trode a  calomel  plongee  dans  une  solution  norm,  au  ^/lo  de 
chlorure  de  potassium    et   d'une    electrode    a   hydrogene    avec    la 

Tableau  3.     Melanges  de  glycocolle. 


Force 

Exposanl 

Force 

Exposant 

Composition 

electromo- 

des ions 

Composition 

electromo 

des  ions 

d 

u  melange 

trice 

hydrogene 

P+ 
'  H 

du   melange 

trice 

hydrogene 
P+ 

10  cc.  de  glycocolle 

.  .     cnv. 0.6900 

env.6.io6 

iocc.de  glycocolle.. 

env. 0.6900 

env. 6. 106 

9":9 

-       -  +OCC.  I 

de 

gcc.9     -     -  +  occ.  I  de 

II 

CI           0.5922 

4.4 1 1 

NaOH 

0.7883 

7.809 

9-75 

•   +  0.25 

0.5680 

3991 

9-75 

-   +  0.25  - 

0.8130 

8.237 

9.5 

-   +  0.5 

0.5500 

3-679 

9-5 

-  +  0.5   -   - 

0.8325 

8-575 

9 

■   +    I 

0.5305 

3-341 

9 

-   +    1 

0.8529 

8.929 

8 

-  +   2 

0.5063 

2.922 

8 

-   +   2       ■    - 

0.8780 

9-364 

7 

■   +  3 

04881 

2.607 

7 

+  3       ■  ■ 

0.8982 

9.714 

6 

-  +  4 

0  4692 

2,279 

6 

-   +  4       -   - 

0.9228 

10.140 

5 

■  +  5 

0.4492 

1.932 

5-5 

■   +  4-5    ■   ■ 

0.9425 

10.482 

4 

-  +  6 

0.4326 

1.645 

5-1 

-  +  4  9      ■ 

0.9763 

11.067 

3 

■  +  7 

0.4196 

1-419 

5 

-  -1-  5      ■■  - 

0,9900 

"305 

2 

-  +  8 

0.4099 

1.251 

4-9 

■  -1-  5.1    ■  - 

1 .0050 

11.565 

I 

•   +  9 

0  4038 

1. 146 

4-5 

-  +  5-5   ■  - 

10356 

12.095 

10 

0.3976 

1.038 

4 

-  +  6      -   - 

I-0531 

12.399 

3 

+  7         - 

1.0690 

12.674 

2 

' 

-  1    8      -  - 

-  -1-  9      -  . 

1.0795 
1.0862 

12.856 
12.972 

1. 09 1 6 

13.066 

Tableau  4.     Melanges  de  phosphates.') 


Force 

Exposant 

I'orce 

E.xposanl 

Composition 
dii   melange 

eleetromo- 
irice 

des  ions 
hvdrogene 

Composition 
du   melange 

electromo- 

trice 

jr 

des  ions 
hydrogene 

p5 

10  cc.  phosphate  sec. 

0.8167 

8302 

4CC. 

)hosph.  sec.  +  6cc 

' 

9CC.9      .       .   +  OCC.  I 

])hosph.  prim. 

0.7210 

6.643 

])hosph;Uo   ])rim. 

0.S092 

8.171 

3 

-    -     •     - +7       - 

0.7109 

6.46S 

9.75      -      -  +  0.25    -    - 

0.8015 

8.038 

2 

-     -     -    - +8       - 

0.5977 

6.239 

9.5        -      -  +  0.5      .    - 

0.7914 

7.%3 

I 

-     -    -     - +9       - 

1    0.6787 

5.910 

9           -      -  +  I 

0.7790 

7.648 

0.5 

-    -    -    -  +9-5    - 

0.6608 

5.600 

8          -     ■  +  2 

0.7616 

7-347 

0.25 

+9.75  • 

0.6438 

5-305 

7          ■      -  +  3 

0.7500 

7.146 

0.1 

-    -    -    -  +9.9    ■ 

0.6248 

4.976 

6          -        +4 

0.7402 

6.976 

10 

0.5990 

4.529 

5          -        +5        -  - 

0.7308 

6.813 

Tableau  5.     Melanges  de  citrates. 


P'orce 

Exposant 

Force 

Exposant 

Composition 
du  melange 

electromo- 
trice 

des  ions 
hydrogene 

Composition 
du  melange 

1 

electromo- 

trice 

Ji 

des  ions 
hvdrogene 

'pS 

10  cc 

de  citrate 

! 

0.6238 

4.958 

10  cc.  de  citrate 

0.6238 

4-958 

9CC.5 

+  OCC. 5  de 

9CC.5     -      -   +  OCC. 5  de 

IICl 

0.6197 

4.S87 

NaOH 

0.6275 

5023 

9 

-     -    +  I 

0.6164 

4.830 

9                   +1        -     ■ 

0.6325 

5-109 

8 

-     -    +  2 

0.6061 

4.652 

8          -     -   +  2       -     - 

0.6443 

5314 

7 

-     •    +  3       -     - 

0,5943 

4-147 

7          -      -   +  3       -     - 

0.6590 

5.568 

6 

-     •    +  4        -     - 

0.5776 

4.158 

6         ■      -   +  4       -     - 

0.6821 

5-969 

5-5 

-     -    +  4-5    ■     ■ 

0.5655 

3948 

5.5      -     -   +  4.5    -     - 

0.7030 

6331 

5 
4,75 

-  -    +  5        ■      - 

-  -    +  5-25  ■     - 

0.5507 
0.5413 

3.692 
3-529 

5.25    -     -  +  4-75-     - 
5        -     -  +  5       -     - 

07230 
f  0.8600  ) 
(  0.9200  / 

6.678 

r  9  052  \ 
( 10092  / 

4.5 

■     -   +  5-5    -     - 

0.5318 

3.364 

4.5      -     -  +  5-5    -     - 

1-0343 

12.073 

4 

-     -    +  6       -     - 

0.5092 

2.972 

4         -     -   +  6       -     - 

1.05 1 1 

12.364 

3-33 

-     -    +  6.67  -     - 

0.4689 

2.274 

3 

-     -    +  7       -     - 

0.4488 

1.925 

2 

-     -    4-  8       -     - 

0.4195 

1.418 

I 

-     -    +  9       -     • 
10 

0.4054 
0.3976 

I.I73 
!     1.038 

^)  Note   pendant  la   reimpression  :    Voir  Note  supplementaire. 
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Tableau  6.     Melanges  de  borates. 


Force 

Exposant 

1 

Force 

Exposant 

Composition 
du  melange 

electromo- 
trice 

JT 

des  ions 
hydrogene 

Composition 
du   melange 

electromo- 
trice 

des  ions 
hydrogene 

p5 

locc  de  borate 

0.8709 

9.241 

lOCC 

.  de  borate 

0.8709 

9.241 

9CC.5  -    - -f-occ.5deHCl 

0.8667 

9.168 

9    - 

-  +  iccdeNaOH 

0.8778 

9.360 

9             -  +  I 

0.8620 

9.087 

S    - 

-  +  2  -    - 

08860 

9.503 

8.5     -    -  +1.5     -     - 

0.8574 

9007 

7    - 

-  +3-    -       - 

0.8960 

9.676 

8        -    -  +2 

0.8517 

8.908 

6     - 

-  +5-    ■       - 

0.9132 

9.974 

7.5     ■    -  +2.5     -     - 

0,8454 

8.799 

5     - 

■  +  5  -    -       - 

0.9768 

11.076 

7        -    ■  +3 

0.8384 

8.678 

4    ■ 

-  +6-    -       - 

I.0518 

12.376 

6.5     -    -  +  3.5     -     - 

0.8285 

8.506 

6        -    -  +  4 

0.8160 

8.289 

5.75  -    -  +4.25  -     - 

0.8072 

8.137 

5  5     -    -  +4-5     ■     - 

0.7958 

7.939 

5.25  -    -  +4.75  -     - 

0.7774 

7  621 

5       -    -  +5 

0.7155 

6.548 

4-75  -    -  +  5.25  •     - 

0.4745 

2.371 

solution  a  examiner  comme  liquer  electrolyte,  et  enfin  la  troi- 
sieme  colonne  donne  la  vaieur  de  I'exposant  des  ions  hydrogene 
(p+)  calculee  a  partir  de  la  force  electromotrice  trouvee  au  moyen 
de  I'equation  (V)  (p.  29), 

Les  valeurs  indiquees  de  jt  sont  les  moyennes  de  deux  ou, 
plus  souvent,  plusieurs  determinations  effectuees  a  diffe rentes 
epoques,  avec  des  electrodes  differentes  et  sur  des  solu- 
tions diverses.  Afin  de  donner  une  idee  de  laccord  obtenu, 
je  vais  donner  ici  les  resultats  de  mesurages  de  quelques  me- 
langes particuliers  que  nous  avons  utilises  plus  souvent  que  les 
autres,  parce  que  leur  emploi  nous  permettait  de  controler  I'etat 
des  electrodes  hydrogene. 

En  operant  sur  le  melange  de  «8  cc.  de  glycocolle  +  -2  cc. 
de  HCl»,  on  a  trouve  pour  jt,: 

0,5064— (J,  5065 — 0,5049—0,5067—0,5063 — 0,5063 

0,5064 — 0,5067 — 0,5057—0,5067—0,5070 — 0,5068 

0,5064—0,5064—0,5065 — 0,5066—0,5052-0,5052; 

moyenne  0,5063. 

Le    melange    «3cc.  de  phosphate  sec.  -f  7  cc.    de    phosphate 

prim."   a  donne  pour  jt  les  valeurs  suivantes: 

0,71 1 1 — 0,71  I  I  —0,71  12 — 0,7104-  0,7106 
moycnnc  0,7109 
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Le  melange  «9cc.  de  glycocolle  —  i  cc  de  NaOHi-  a  donne 
pour  -T  les  valeurs  que  voici : 

0,8525-0,8526—0,8529-0,8525—0,8532—0,8529 

0,853 1  -0,8528— 0,853 1  —0,8533 ; 

moyenne  0,8529. 

Comme  on  le  voit,  ce  nest  que  dans  des  cas  bien  rares 
que  1  ecart  avec  la  moyenne  depasse  i  millivolt;  ordinairement  il 
est  de  beaucoup  infcrieur.  Je  suis  done  porte  a  croire  qu'on  peut 
compter  ici  avec  une  exactitude  se  rapprochant  de  celle  obtenue 
dans  la  determination  de  tj  (voir  p.  25)  et  que  les  valeurs  de 
7T  indiquees  dans  les  tableaux  ne  s'ecartent  pas  de  i  millivolt  des 
valeurs  reelles  (voir  aussi  p.  45). 

II  est  a  noter  que,  dans  le  mesurage  des  plus  acides  et  des 
plus  alcalins  de  ces  melanges,  il  a  fallu  faire  des  extrapolations, 
dont  la  grandeur  et  le  sens  etaient  parfaitement  d'accord  avec  ce 
que  nous  avons  enonce  plus  haut  relativement  a  ces  questions 
(voir  p.  27  et  p.  33).  Dans  ces  cas  ce  sont,  bien  entendu,  les 
valeurs  extrapolees  de  tt  qui  se  trouvent  dans  les  tableaux. 

Table  de  courbes  principale^).  Dans  celle-ci  les  mesures 
susmentionnees  et  reunies  en  forme  de  tableaux  synoptiques 
se  trouvent  representees  graphiquement.  Les  courbes  designees 
sur  la  table:  «glycocolle  +  acide  chlorhydrique» ,  ^citrate  +  hy- 
droxyde  de  sodium »,  etc.,  ont  pour  abscisses,  les  valeurs  de 
I'exposant  d'ions  hydrogene,  p+  indiquees  dans  la  derniere  co- 
lonne  des  tableaux  3 — 6,  et  pour  ordonnees  les  teneurs  du  me- 
lange^) en,  respectivement,  glycocolle,  citrate,  borate  et  phos- 
phate secondaire. 

De  plus,  cette  meme  table  contient  la  ligne  des  exposants 
d'ions  hydrogene,  laquelle,  ainsi  que  nous  Tavons  deja  dit  (voir 
p.  29),  permet  de  trouver  dans  la  graphique  meme  la  valeur  de 
p+  correspondant  a  un  n  mesure,  et  inversement. 

A  I'aide  de  ces  courbes,  on  peut  done  trouver  aussi  bien  tt  que 
p+  pour  tous  les  melanges,  meme  ceux  non  indiques  dans  nos 
tableaux,  des  solutions  etalons  en  question.  Si,  par  exemple,  on 
desire  connaitre  la  valeur  de  ces  deux  grandeurs  dans  le  cas  du 


^)  Des  exeuiplaires  non  plies  de  la  Table  principale  de  Courbes,  exemplaires 
imprimes  sur  du  papier  cpais,  sont  en  vente  dans  la  librairie  II.  Hagerup, 
a  Copenhague. 

'')  Exprimees   en  cenlinietres  cubes  dans    locc.   du   melange 


I 
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melange  «8",6  de  glycocolle  +  i'="=,4  de  HC1»,  on  cherche  I'or- 
donnee  8,6,  et  on  suit  la  ligne  horizontale  jusqu'a  son  point 
d'intersection  avec  la  courbe  «glycocolle  +  acide  chlorhydrique* ; 
I'abscisse  de  ce  point  est  de  3,15,  chiftVe  qui,  par  consequent, 
represente  le  p+  du  melange.  Si  Ion  suit  la  ligne  horizontale 
depuis  le  point  de  section  de  la  ligne  des  exposants  et  de  I'or- 
donnee  de  3,15,  on  trouvera  dans  la  table  —  extremement,  a 
gauche  —  la  valeur  0,5195,   representant    ainsi   le  71  du  melange. 

Les  courbes  ont,  bien  entendu,  ete  construites  en  prenant 
pour  base  les  chiffres  donnes  dans  les  tableaux  3 — 6.  Cependant, 
comme  cela  n'exclut  pas  que  leur  construction  ait  donne  lieu  a 
des  aplanissements,  nous  avons  eu  interet  a  rapprocher,  d'une 
part  les  valeurs  de  p+  qui  peuvent  etre  deduites  des  graphiques 
et,  de  I'autre,  celles  indiquees  dans  la  derniere  colonne  du  tableau 
et  qui  ont  ete  trouvees  par  mesurage  electrometrique.  Nous 
avons  ainsi  pu  constater  que  I'ecart  entre  les  valeurs  de  p+ 
graphiquement  deduites  et  celles  trouvees  directement,  etaient 
toujours  inferieures  a  une  unite  de  la  deuxieme  decimale  de 
I'exposant  des  ions  hydrogene,  ce  qui  repond  a  la  plus  grande 
exactitude  qu'on  puisse  s'attendre  a  obtenir  au  moyen  de  la 
table,  oil  Ton  a  dresse  les  courbes  de  telle  fagon  qu'un  demi- 
millimetre  de  I'abscisse  corresponde  a  une  unite  dans  la  deuxieme 
decimale  de  p"":.  Comme,  en  outre,  cet  ecart  maximal  de  0,01 
dans  I'exposant  d'ions  hydrogene  repond  a  un  ecart  d'un  pen 
moins  de  0,6  millivolt  dans  la  force  electromotrice,  il  me  semble 
que  la  belle  concordance  que  je  viens  de  signaler  entre,  .d'un 
cote,  les  valeurs  graphiquement  deduites  des  courbes  continues 
et,  de  I'autre,  celles  directement  trouvees  pour  p+,  fournit  un 
appui  ulterieur  a  la  supposition  emise  ci-dessus  (p.  44),  a  savoir 
que  les  valeurs  de  tt  donnees  dans  les  tableaux  3  a  6  ne  sont 
pas  entachees  d'erreurs  depassant   i    millivolt. 

En  examinant  la  table  des  courbes,  on  remarque  de  suite 
que  certaines  parties  des  courbes  sont  marquees  par  des  points, 
ce  qui  denote  que  ces  parties  sont  totalement  ou  partiellement 
inutilisables.  Si  Ton  se  souvient  qu'une  modification  de  I'or- 
donnee  d'une  courbe  signifie  une  modification  de  la  composition 
du  melange,  alors  ([u'a  une  modification  de  I'abscisse  repond 
une  modification  de  la  concentration  des  i(»ns  hydrogene,  on 
comprend  aisement  que  les  sections  de  courbe  allant  tout  a  fait 
ou  presque  parallelemcnt  a  I'axe  des  abscisses,  ne  sont  pas  pro- 
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pres  a  servir,  puisqu'une  modification  tres  minime  de  la  compo- 
sition du  melange  correspondra  a  un  grand  (parfois  meme  exces- 
sivenient  grand)  changement  de  la  concentration  ionique. 

C'est  la  un  fait  dont  il  faut  tcnir  conipte  lorsqu'il  est  ques- 
tion d'employer  des  melanges  de  solutions  etalons  abandonnees 
pendant  un  long  espace  de  temps,  et  je  vais  I'eclaircir  par  quel- 
ques  exemples:  Dans  un  mesurage  electrometrique  d'un  glyco- 
colle  qu'on  avait  prepare  il  y  avait  huit  jours  («iocc.  de  glyco- 
colle»,  sans  addition  de  HCl  ni  NaOH),  jt  devint  assez  rapide- 
ment  constant  et  ensuite  ne  varia  au  cours  de  deux  heures  et 
demie  que  de  0,6842  a  0,6850.  Ayant  atteint  I'age  de  six  mois, 
le  meme  glycocolle  fut  mesure  de  nouveau,  et  il  etait  alors  im- 
possible d'arriver  a  des  valeurs  constantes  de  <t,  qui  en  trois 
heures  monta  de  0,7415   a  0,7515. 

Un  autre  glycocolle,  vieux  de  10  jours,  donna  rapidement 
des  valeurs  constantes  de  tt,  qui  ensuite  ne  varia  en  cinq  heures 
que  de  0.7002  a  0.7006.  En  mesurant  de  nouveau  ce  glycocolle 
apres  sept  mois,  on  constata  que  tt  monta  en  trois  heures  de 
0,7706  a  0,7795. 

On  voit  done  que  telle  quelle,  la  solution  etalon  glycocolle 
est  absolument  inutiiisable  comme  liqueur  de  comparaison  dans 
les  mesurages  des  ions  hydrogene,  attendu  que  de  petites  doses 
d'impuretes  basiques  ou  acides  sont  aptes  a  amener  un  change- 
ment considerable  de  sa  concentration  en  ions  hydrogene^).  Sans 
doute,  il  ne  s'agit  que  de  proportions  bien  minimes  d'impuretes, 
ainsi  que  cela  ressort  de  ce  fait  que,  quel  que  soit  I'age  du 
glycocolle,  des  melanges  de  cette  solution  avec,  respectivement, 
HCl  ou  NaOH  donnent  invariablement  une  meme  valeur  de  -t; 
ce  n'est  que  dans  les  melanges  de  glycocolle  tres  pauvres  en 
HCl  ou  NaOH  que  se  fait  sentir  I'influence  de  I'age  du  gly- 
cocolle. 

Ainsi,  par  cxemple,  on  a  constate  que,  prepare  en  partant 
de  glycocolle  fraichement  prepare,  le  melange  «9'"^,9  de  glyco- 
colle +  O'^'^,!  de  HC1»  a  donne  71  =  0,5922,  tandis  qu'au  bout  de 
six  mois  le  meme  glycocolle  a  donne  n  =  0,6036. 

De    meme,    le    melange    «9'^',9   de  glycocolle  +  C^^, i   NaOH» 


'j  On  comprendra  facilement  que,  pour  cette  uieme  raison ,  des  solutions 
forlement  diluees  d'acides  ou  de  bases  ne  se  pretent  pas  a  servir  de  liqueurs 
de  comparaison. 
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a   donne   n  =  0,7882    (glycocolle    fraichement   prepare)    et    yr  = 
0,7922  (glycocolle  prepare  il  y  a  six  mois). 

On  voit  done  que  I'addition  au  glycocolle  d'une  dose  meme 
tres  minime  d'acide  ou  de  base,  pent  porter  remede,  dans  une 
large  mesure,  a  I'incertitude;  mais  ce  ne  sont  que  des  melanges 
un  peu  plus  riches  en  HCl  ou  NaOH,  qui  peuvent  etre  consi- 
deres  comme  parfaitement  appropries  quel  que  soit  I'age  du 
glycocolle. 

Le  melange   «9",7  5   de  glycocolle    +    0'^%  2  5   de  NaOH» 
glycocolle  fraichement  prepare:  71^0,8130 

—  age  de   7  jours  ....   jt  =  0,8129 

—  -       -     6  mois  ....    .T  =  0,8140 

—  -       -     -     —     .  .  .  .    ,-T  ~  0,8166 

Le  melange   «9'^'',5   de  glycocolle    +    o'^'-'.s   de  NaC)H» 
glycocolle  fraichement  prepare:  n  ^  0,8325 

—  age  de  6  mois  ....    n  ~-  0,8334 

—  -  -     —     77-  =  0,8331 

Le  melange   «9  cc.  de  glycocolle    +    i   cc.  de  NaOH«. 

Les  10  mesurages  exposes  plus  haut  (voir  p.  44)  ont  porte  sur 
des  glycocolles  d'ages  tr^s  difterents  (d'un  jour  a  six  mois);  ji  ne 
variait  que  de  0,8525   a  0,8533. 

Conformement  a  ce  que  nous  venons  de  signaler,  la  courbe 
relative  aux  melanges  de  glycocolle  et  de  NaOH  a  ete  pointillee 
depuis  «iocc.  de  glycocolle*  jusqu'a  «g",75  de  glycocolle  + 
0^,25  de  NaOH»,  et,  pour  des  raisons  analogues,  celle  relative 
aux  melanges  de  glycocolle  et  de  HCl  a  ete  pointillee  depuis 
«iocc.  de  glycocolle*  jusqu'a  «9<=S5  de  glycocolle  f  0-^,5  de  HC1». 

En  ce  qui  concerne  la  courbe  des  phosphates,  la  branche 
dont  le  point  terminal  correspond  a  du  phosphate  primaire  non 
melange  est  pleine  jusqu'a  ce  point,  parce  que  cette  solution 
etalon  parait  ne  subir  avec  le  temps  aucune  alteration  appreciable; 
i'autre  branche,  au  contraire,  est  pointillee  depuis  <'9''S75  de 
phosphate  sec.  +  ©",25  de  phosphate  prim.»  jusqu'a  ^xo""  de 
pliosph.  sec.»   (voir  p.  48). 

Quant  aux  courbes  des  citrates  et  des  borates,  elles  sont 
en  partie  pointillees,  en  vertu  des  resultats  tout  a  fait  analogues 
qu'ont  donnes  les  mesures  y  relatives. 

Les  exemples  ([uc  nous  vcikhis  de  donncr,  moiitrcnt 
qu'eii    empl()\an(    les    parties    pointillees     des    courbes. 


Composition  du  melange  de  phosphates 


zi  trouve  pour 
des  solutions  etalons 


fraichement 
preparees 


agees 
de  9  mois 


Phosphate  primaire  non   melange 

—  secondaire   -  —       

9CC.9  de  phosph.  sec.  +  occ.i  de  phosjih.  jirir 

9CC.75   .  —          -      -)-  0CC.25  -        —         — 

9CC.5      -  —          .     +  0CC.5     -        _         _ 

9CC.0       -  —            .4.    icc.o      -          —           — 

gcc.o       -  —            -       +   2CC.O      -          —           — 


0.5990 

0.59S5 

0.8167 

08087 

0.8092 

0.8035 

0.8015 

07970 

0.7914 

0.7895 

0.7790 

0.7778 

0.7616 

0.7613 

on  court  le  risque  de  commettre  des  erreurs  de  plu- 
sieurs  millivolt,  surtout  si  les  solutions  etalons  ne 
sont  pas  fraichement  preparees.  Par  centre,  dans  les 
conditions  ordinaires  et,  notamment,  pour  toutes  les 
mesures  colorimetriques,  je  crois  pouvoir  conseilier 
I'usage  de  toutes  les  sections  pleines,  dans  toute  leur 
etendue.  Toutefois,  lorsque,  dans  des  cas  particu- 
liers,  on  veut  etre  siir  d'obtenir  une  exactitude  d'un 
millivolt  environ,  il  n'est  guere  recommandable  d'uti- 
liser  les  parties  pleines  qui  sont  situees  le  plus  pres 
des  sections  pointillees,  a  moins  que  les  solutions 
etalons  n'aient  ete   recemment  preparees^). 


^)  II  est  une  reaction  enzymalique  oil  il  pourra  etre  question  de  concentrations 
d'ions  hydrogene  superieures  a  celle  qui  correspond  a  la  teneur  en  ions 
hydrogene  d'un  acide  chlorhydrique  decinorm.:  c'est  la  digestion  pepsiquc. 
Dans  ce  cas  nous  nous  sommes  servis,  comme  liqueurs  de  comparaison, 
d'une  serie  decides  chlorhydriques  dihies  et  qui  ont  tous  ete  prepares  au 
moyen  de  I'acide  chlorhydrique  normal,  exactement  titre  (voir  p.  36),  et 
dont  la  concentration  ionique  fut  calculce  d'apres  les  chiflfres  trouves  par 
Kohlrausch  pour  la  conductivile  moleculaire  a  18".  Le  tableau  ci-apres 
indique  I'e.xposant  d'ions  hydrogene  ainsi  calcule  pour  ces  acides  dilues  : 
quant  aux  concentrations  intermediaires,  on  en  peut  irouver  le  pi  par  inter- 
polation graphique. 

Acide  chlorhydrique  0,1 -n,   pj    —1,038    '    Acide  chlorhydrique  0,6  •  n  ,  pi  ^=  0,297 


0,15 

-     ^0,869 

0,2 

0,748 

0.3 

0,578 

0,4 

-      r^  0,460 

o.S 

-      ^0,370 

0,7 

-      -^  0,237 

0.8 

-      ==  0,187 

0.9 

-      ^=0,142 

1,0 

-  •  r=  0,105 
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La  forme  des  courbes  donne  lieu  a  quelques  remarques 
supplementaires : 

En  premier  lieu,  on  voit  que  les  trois  courbes  relatives  aux 
melanges  contenant  de  I'hydroxyde  de  sodium  (glycocolle  +  NaOH, 
citrate  +  NaOH,  et  borate  +  NaOH)  ont  un  point  d'inflexion 
situe  a  I'ordonnee  5  et  correspondant,  par  consequent,  a  5  cc. 
de  NaOH  +  5  cc.  de,  respectivement,  glycocolle,  citrate  ou  bo- 
rate. Au-dessous  de  I'ordonnee  5,  les  trois  courbes  (repondant 
aux  melanges  les  plus  riches  en  NaOH)  marchent  cote  a  cote 
et  ne  tardent  pas  a  coi'ncider  a  peu  pres;  c'est  pourquoi  nous 
n'en  avons  dresse  que  celle  relative  aux  melanges  de  glycocolle. 
Ce  parallelisme  approximatif  tient  a  ce  que  dans  ces  solutions 
la  concentration  des  ions  hydroxyle  est  si  grande,  que  I'hydro- 
lyse  des  sels  sodiques  du  glycocolle,  de  I'acide  citrique  et  de 
I'acide  borique  a  ete  supprimee,  ou  peu  s'en  faut.  On  voit 
done  que,  dans  ces  conditions,  ces  sels  sodiques  —  qui  renfer- 
ment  par  molecule  de  glycocolle,  d'acide  citrique  et  d'acide 
borique,  respectivement  i,  3  et  i  atome  de  sodium,  —  agissent 
a  la  maniere  des  autres  sels  sodiques  normaux  non  hydrolyses, 
par  ex.  le  chlorure  sodique,  et  la  concentration  des  ions  hydrox- 
yle de  la  solution  se  determine  presque  exclusivement  par  I'exces 
d'hydroxyde  sodique,  en  tenant  dument  compte  de  la  dissociation 
incomplete  de  cet  hydroxyde  occasionnee  par  les  sels  sodiques 
en  presence. 

Dans  le  but  de  mettre  en  lumiere  cet  etat  de  choses,  j'ai 
reuni  dans  le  tableau  7  les  concentrations  d'ions  hydroxyle  et 
hydrogene  calculees  pour  un  certain  nombre  de  melanges  de 
solutions  norm,  au  Vio  d'hydroxyde  de  sodium  et  de  solutions 
norm,  au  ^/lo  de  chlorure  de  sodium  (ou  d'un  autre  sel  sodique 
non  hydrolytiquement  decomposable);  le  degre  de  dissociation 
est,  dans  tous  les  cas,  admis  comme  egal  a  0,841  (voir  p.  32). 
Les  deux  dernieres  colonnes  du  tableau  donnent  I'exposant 
d'ions  hydrogene  calcule  pour  ces  solutions  (p')  et  I'exposant 
d'ions  hydrogene  experimentalement  trouve  pour  les  melanges 
de  glycocolle  correspondants  (p). 

La  concordance,  en  general  assez  satisfaisante ,  entre  les 
valeurs  de  p'  et  de  p,  montre  que  les  melanges  de  glycocolle 
renfermant  un  cxces  tant  soit  peu  considerable  d'hydrox\dc  de 
sodium,  sont  a  considerer  essentiellement  comme  unc  solution, 
contenant  de  I'hydroxyde  sodique,    d'un  sel  sodique  normal   non 

4 
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Tableau  7. 

Comparaison  entre  melanges  du  sel  sodique  de  glycocolle  et  de 

lessive  de  soude,  d'un  cote  et,  de  I'autre,   melanges  de 

chlorure  sodique  et  de  lessive  de  soude. 


Pour  le  me 
solution  0 
que  et  de 

lange  correspondant  de 
.in,  de  chlorure  sodi- 
essive  0,1  n.  de  soude, 
on  a  calcule 

Exposant 
d'ions  hydro- 
gene experi - 

Composition   du   melange 
de  glycocolle 

Alcalinite 
Ale. 

Cone,  des 

ions 

hydrox.^) 

Ale.  X  0.841 

=  10— q 

Exposant 
des  ions 
hydrogene 
14.140— q 
=  P' 

mentalement 

determine, 

du  melange  de 

glycocolle*) 

q 

P' 

P 

0  cc  de  glycocolle  -f  10  cc  de  NaOH 

0.1  norm. 

I -07. 

i3-o6s 

i3-o6s 

I  cc  de  glycocolle  +  9  cc  de  NaOH 
(i^glycoc. sodique  +  8  cede  NaOH) 

0.08     - 

1. 17, 

12.96. 

12.972 

2  cc  de  glycocolle  +  8  cc  de  NaOH 
(=glycoc. sodique  +  6 cede  NaOH) 

0.06     - 

1.29; 

12.843 

12.85, 

3cc  de  glycocolle  +  ycc  de  NaOH 
(^glycoc. sodique  +  4 cede  NaOH; 

0.04     - 

1-474 

12.66, 

12.67, 

4CC  de  glycocolle  +  6  cc  de  NaOH 
(=glycoc.  sodique  +  accdeNaOH) 

0.02     - 

I -77:, 

12.36:, 

12.399 

4. 5  cc  de  glycoc.  +  5.5  cc  de  NaOH 
(=  glycoc.  sod.  +  1  cc  de  NaOH) 

0.0 1      - 

2.07- 

12.06- 

12.09, 

4.9 cc  de  glycoc.  +  5.1  cc  de  NaOH 
(=  glycoc.  sod.  +  0.2CC  de  NaOH) 

0.002  - 

2.7  7. V 

"•36  s 

"■565 

5cc  de  glycocolle  4-  5cc  de  NaOH 
(=iglycoc. sodique  +  occdeNaOH) 

1     neutre 

7-07o 

7-07o 

1 1 -SO, 

hydrolyse^).    Que  riiydroiyse  n'ait  pas  ete  entierement  supprimee, 
c'est   ce    qui   se    manifeste    par   ce    fait   que    dans   tous  les  cas  p 


^)  Comparez  le   tableau   2,  deuxieme   colonne  (p.  31). 

-)   Comparez  le  tableau   3,    derniere  colonne  (p.  41). 

*)  Comme  il  n'est  pas  sans  interet,  a  ce  propos,  d'apprendre  comment  se  com- 
ponent, dans  des  conditions  analogues,  des  sels  normaux  d'autres  acides 
faibles,  je  vais  relater  ici,  a  titre  d'exemple,  queLpies  mesures  portant  sur 
des  solutions  de  carbonates  et  de  phosphates. 

En  partant  d'un  carbonate  sodique  dcshydrate  et  exempt  de  chlorure  et 
de  sulfate  (C.  A.  F.  K  ahl  baum),  on  prepara,  en  chauffant  d'apres  G.  Lunge, 
le  sel  pur  et  deshydrate:  on  n'y  a  pu  deceler  de  traces  ni  d'hydroxyde  ni 
de  carbonate  acide  (voir  S.  P.  L.  Sorensen  und  A.C.Andersen:  Zeitschr. 
fiir  anal.  Chemie  45,  220  (1906)). 

Par  niesure  electrometrique  d'une  solution  0,05  mol.  de  ce  sel,  on 
trouva  .T=:o,9949,    ce    qui    correspond   a  pi  rrz  1 1,39,,.      Si   la  constante  de 
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est  un  peu  plus  eleve  que  p',  ce  qui  ne  peut  certainement  pas 
etre  attribue  a  des  erreurs  experimentales.  Ce  n'est  cependant 
que  dans  des  melanges  qui  —  comme  c'est  le  cas  pour  «4*='=,9 
de  glycocolle  4-  5", i    de  NaOH»  —  ne  contiennent  qu'un  exces 

dissociation    de    I'eau    est    posee  egale  a   10—14,14,     la    concentration    en    ions 

hydroxyle  de  la  solution  mesuree  sera  de    10—2,75,   ce  qui,    comme  le  montre 

un  simple  calcul ,    correspond  a  3,56  "^/o    de    la    concentration  moleculaire  du 

carbonate    de    sodium.       Le    degre    d'hydrolyse    ainsi    trouve    du    carbonate 

sodique,  est  en  parfait  accord  avec  celui  obtenu  par  K.  Koelichen  (Zeitschr. 

physik.  Chemie    33,    173    (1899))    au    moyen    de    la    methode    a   I'alcool    dia- 

•cetonique ;  mais  il  est  un  peu  inferieur  a  la  valeur  determinee  par  J.  Shields 

(Zeitschr.   physik.   Chemie   12,    175    (1893))    d'apres    la    methode    a    I'acetate 

ethylique,    du    degre    d'hydrolyse    de  solutions,   de  concentrations  analogues, 

de  carbonate  de  sodium. 

Par    mesure    electromelrique    d'un    melange    de    «9  cc.  de  NajCOj    0,05 

mol.  +  I  cc.   NaOH    0,1    mol.*,    melange    qui    etait,    par    consequent,    normal 

au  Vio  relativement  a  la  teneur  totale    en  sodium,    on  a  trouve  Ji=^  1,0355, 

correspondant  a  p+=  12,094.     On    voit    done    que,    si  ce  melange  a  un  ex- 

H 
posant  d'ions  hydrogene  un  peu  plus  eleve    que  celui  du  melange   «de  9  cc. 

•de   NaCl    norm,  au    Vio  +  i  cc.    de   NaOH   norm,    au   ^/io»    (p+  =  12,065  ; 

H 
voir  tableau   7),    il  n'en  est  pas  moins  vrai  que  I'hydrolyse  du  carbonate  de 

sodium  a  ete  refoulee  au  point  que  seulement    un    peu  plus  de    i  %  du  car- 
bonate sodique  reste  encore  hydrolyse. 

En  ce  qui  concerne  le  phosphate  sodique  normal,  J.  Shields  (a  I'en- 
droit  cite,  pp.  181  et  187)  indique  qu'en  solution  aqueuse  ce  sel  a  ete  presque 
completement  hydrolyse  d'apres  I'equation 

NajPO^  +  H20  =  Na2HP04  +  NaOH, 
Tesultat  qui  ne  Concorde  point  avec  les  notres. 

Par  mesure  electromelrique  des  quatre  melanges  suivants  : 

a)  9     cc.   de  NajHPOj  0,05   mol.  +  i      cc.   de  NaOH  norm,  au   Vio 

b)  6-/3  -  -  —  —  +  3V3  -  -  —  —  -  — 
c)6--  —  —  +4--  —  —  -  — 
d)  2      -        -           —  —          +8       -     -  —  —         .    _ 


■on  a 

trouve 

a)  JT 

=  0,9850,  p+  = 

11,21 

b)    7t 

-  1,0370,    - 

12,11 

C)    JT. 

_  1,0490,    -    — 

12,32 

d)    .T 

-^  1,0820,    - 

12,89 

concenlr.  d'ions  OH  y  repondanl :      1,2  X   lO— 3 

9,5  X      — 

15,4  X    — 

57,4  X     — 

En  admettant  que  le  phosphate  sodiipic  normal  suhisse  une  hydrolyse 
complete  quand  on  le  dissout  dans  I'eau,  les  quatre  solutions  en  cpiestion 
auront  une  concentration  d'ions  hydroxyle  determinee  par  la  totalitc  de  I'hy- 
droxyde  sodique  ajoute,  en  tenant  compte  de  la  concentration  totale  de 
sodium.  Ktanl  donnd  que  dans  toutes  les  solutions  cette  derniere  est  nor- 
inalc  au  Vio,  il  s'ciisuit  que,  si  la  sii])position  ci-dessus  indiquee  est  exacte, 
la  concentration  d'ions  hydroxyle  sera  0,841  tois,   respectivcinonl,   0,01,   0,033, 


tres  minime  d'hydroxyde  de  sodium,  que  I'hydrolyse  du  glyc'o- 
colle  sodique  va  plus  loin. 

On  pourrait  s'attendre  a  trouver  a  la  seconde  branche  de 
la  courbe  du  glycocolle  un  point  d'inflexion  analogue,  se  rapportant 
au  melange  «5  cc.  de  glycocolle  -{-  5  cc.  de  HC1»  (melange  cor- 
respondant  a  la  combinaison  d'une  molecule  de  glycocolle  pour 
une  molecule  d'acide  chlorhydrique);  un  pareil  point  d'inflexion 
peut  s'observer  peut-etre,  mais  en  tout  cas  il  n'est  pas  bien  ac- 
cuse, ce  qu'il  faut  attribuer  a  ce  que  le  caractere  d'acide  du 
glycocolle  est  sensiblement  plus  prononce  que  son  caractere 
basique. 

Par  contre,  I'autre  branche  de  la  courbe  des  citrates  presente 
un  point  d'inflexion  bien  marque  au  melange  «3'^"^,33  de  citrate 
+  6'^c,67  de  HC1»  (correspondant  a  I'acide  citrique  libre)  et,  de 
meme,  I'autre  branche  de  la  courbe  des  borates  accuse  un  point 
d'inflexion    manifeste    au    melange    «5  cc.    de    borate  -+-  5  cc.    de 


0,04  et  0,08,  ou  exprimee  d'une  autre  facon:  10—3  fois,  respectivement, 
8,4,  28,0,  33,6  et  67,3.  On  voit  de  suite  que  ces  chiffres  sont  beaucoup- 
plus  grands  ([ue  les  valeurs  trouvees  plus  haut  pour  la  meme  concentration;. 
I'hydrolyse  n'a  done  pas  ete  complete. 

Quant  au  degre  de  I'hydrolyse,   il   ressortira  du  calcul  que  voici : 

La   concentration  totale    d'ions  OH  des  abed 

solutions  examinees lO— 3  X  1,2  9,5  I5i4  57:4- 

Le  NaOH  excedant  la  proportion  du 
phosphate  normal,  donnerait  la  cone. 
OH 10-3  X  o  o  8,4  58,9 

Concentration    OH    (k)    provenant    de 

I'hydrolyse     du     phosphate     sodique 

normale 10-3X1,2  9,5  7,0  o 

Concentration    OH    (K)    que    produirait 

I'hydrolyse    complete    du    phosphate 

sodique  normal 10— 3  X  8,4        28,0         25,2  8,4 

k  exprime   en   %  de   K 14  34  28  o 

k    exprime    en    "/o    de    la    concentration 

moleculaire  du  phosphate  normal  ...  12  29  23  o 

II  resulte  de  ce  calcul  que  c'est  dans  la  solution  b  que  I'hydrolyse  est 
le  plus  avancee,  et  Ton  voit  que  cette  solution  contient  le  phosphate  secon- 
daire  et  I'hydroxyde  de  sodium  justement  dans  la  proportion  dans  laquelle 
ils  forment  du  phosphate  normal;  mais,  meme  dans  ce  cas,  un  tiers  seule- 
ment  de  ce  dernier  a  subi  I'hydrolyse.'  Celle-ci  peut  etre  r^duite  encore 
par  addition  d'un  des  produits  hydrolytiques :  phosphate  secondaire  ou  NaOH; 
dans  r experience  d,  ou  lexces  d'hydroxyde  sodique  est  assez  considerable,. 
I'hydrolyse  du  phos])haie  normal   a  manifesiement  ete    entieremeut  supprime 
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HC1»  (correspondant  a  I'acide  borique  libre).  Pour  tous  les  me- 
langes de  borates  plus  riches  en  acide  chlorhydrique  que  celui 
que  nous  venons  de  mentionner,  I'acide  borique  present  n'a 
aucune  importance  pour  la  concentration  des  ions  hydrogene, 
laquelle  se  determine  uniquement  par  I'exces  d'acide  chlorhydrique, 
en  tenant  compte  du  chlorure  sodique  present. 


C'est  ici  le  lieu  de  faire  quelques  remarques  au  sujet  des 
considerations  qui  m'ont  guide  dans  le  choix  des  solutions 
etalons  recommandees  plus  haut. 

Le  role  important  joue  dans  la  proteolyse  par  la  teneur  en 
phosphates  a  ete  signale  deja  dans  un  travail  execute  par  Fr. 
We  is  dans  le  Laboratoire  de  Carlsberg  et  public  en  1902^)  sur 
les  enzymes  proteolytiques  du  malt.  En  effet,  d'accord  avec 
A.  Fernbach  et  L.  Hubert^),  Weis  constata  que  le  pouvoir 
proteolytique  d'un  extrait  de  malt  augmente  par  addition  d'acides, 
jusqu'a  ce  que  la  totalite  de  phosphate  secondaire  ait  ete  con- 
vertie  en  phosphate  primaire;  mais  une  addition  ulterieure  d'acide 
diminue  de  nouveau  le  pouvoir  enzymatique.  De  I'autre  cote, 
une  addition  de  bases  aura  pour  effet  d'entraver  la  proteolyse, 
et  cela  d'autant  plus  que  la  dose  ajoutee  est  plus  grande;  mais 
cet  effet  se  manifeste  surtout  si  la  proportion  de  base  ajoutee 
est  superieure  a  celle  necessaire  pour  la  transformation  en  phos- 
phate secondaire  de  la  totalite  du  phosphate  primaire. 

Une  serie  d'essais  effectues  dans  notre  laboratoire,  en  1902 
et  1903,  par  MM.  Fr.  Petersen  et  P.  R.  Sollied,  sur  I'enzyme 
proteolytique  de  la  levure,  donnerent  egalement  pour  resultat  que 
la  quantite  des  phosphates  primaires  et  secondaires  du  milieu 
exercent  une  influence  essentielle  sur  la  vitesse  de  la  proteolyse. 

De  plus,  les  recherches  de  Fernbach^)  avaient  demontre 
que  Taction  dissolvante  de  la  diastase  vis-a-vis  de  I'amidon  de- 
pend, elle  aussi,  des  phosphates  en  presence,    dont  les  primaires 

')  Ces  memes  ComptcsreiKlus  5,  2l6;  /eitschr.  fiir  das  ges.  IJrauweseii  26, 
558  (1903)- 

'-';   Comptes-rendus    131.    293   (  1900). 

*)  Ann.  de  la  Brasserie  et  de  la  Distillerie,  5  sept.,  10  ct  25  oct.  1899; 
Wochenschr.  f.  Uraiierei  17,  34  (1900).  Compare/,  aussi  les  etudes  plus 
recentcs  de  I,.  .Mai]  uc  nn  e  et  Eug.  Roux  sur  la  saccharificalion  ile  I'amidon 
au  moyen  de  la  diastase  (Resumes  dans  le  Hull.  Soc.  Chim.  Paris  fj],  35 
I— -XV  (1906)  ct  les   Ann.   Cliim.   et   IMiys.    IS]   9.    179  (l9O0\ 
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favorisent  la  reaction,  tandis  que  les  secondaires  tendent  a  I'ar- 
reter.  II  semblait  done  naturel  d'admettre  que  Ton  etait  ici  en 
presence  d'un  efifet  general  du  melange  des  sels  en  question. 

Or,  il  parait  fort  pent  probable  que  les  sels  primaires  ou 
secondaires  comme  tels  soient  capables  d'activer  ou  de  retarder 
une  reaction  enzymatique  et,  par  consequent,  il  est  logique,  pour 
expliquer  Taction  exercee  par  ces  sels  sur  les  scissions  enzy- 
matiques,  de  se  rendre  compte  de  ce  fait,  que  la  concentration 
des  ions  hydrogene  ou  hydroxyle  du  milieu  est  determinee  par 
la  proportion  existant  entre  la  quantite  de  phosphates  primaires 
et  celle  de  phosphates  secondaires.  Si,  a  un  pareil  melange  de 
phosphates,  on  ajoute  une  dose  limitee  d'acide  ou  de  base,  le 
resultat  se  bornera  a  ce  qu'une  partie  des  sels  secondaires  se 
convertira  en  sels  primaires,  ou  inversement,  mais  la  teneur  de 
la  solution  en  ions  hydrogene  ne  changera  pas  au  dela  de  la 
concentration  correspondant  aux  phosphates  primaire  ou  secon- 
daire.  Un  pareil  melange  de  phosphates  forme  done  un  abri 
naturel  contre  des  modifications  trop  abruptes  de  la  concentra- 
tions des  ions  hydrogene:  il  fait  office  de  tampon,  pour  me 
servir  d'une  comparaison  etablie  a  ce  propos  par  A.  Fernbach 
et  L.  Hubert^). 

II  est  a  remarquer  que  des  melanges  de  carbonates  normaux 
et  acides,  comme  aussi  des  carbonates  acides  renfermant  un 
exces  d'acide  carbonique,  peuvent  egalement  faire  fonction  de 
tampons,  ce  qui  a  surement  souvent  lieu  dans  la  nature.  Nous 
avons  vu  plus  haut  (voir  p.  50,  note)  qu'une  solution  0,05  mol. 
de  carbonate  sodique  normal  a  une  concentration  d'ions  hydro- 
gene correspondant  a  I'exposant  ionique  11,39;  d'autre  part, 
Texposant  ionique  d'une  solution  0,1  mol.  de  bicarbonate  sodique 
est  de  8,40,  et  de  cette  meme  solution  saturee  d'acide  carbonique: 
p+  =  6,8    a  6,9^).      II   s'en   suit    —    un   coup   d'oeil   sur   la   table 


^)  A  I'endroit  cite,  p.  295.  —  Comparer,  aussi  R.  Hober  (Beitr.  zur  chem. 
Physiol,  und  Pathol.  3,  528  (1903)),  ainsi  que  les  travaux  suivants  dalant 
de  CCS  dernieres  annees :  G.  Bertrand  (Bull.Soc.Chim.de  France  [4],  1, 
1130  (1907));  L.J.Henderson  (Amer.  Journ.  of  Physiol.  15,  257;  21,  427;; 
L.J.Henderson  et  O.  F.Black  {ibid.  18,250;  21,  420);  G.  W.  Hall 
{ibid.  18,  283);  ces  cinq  derniers  memoires  sont  cites  d'apres  les  resumes 
donnes  dans  le  Chem.  Zentralbl.  1906  I,  103I;  1908  L  1190  et  1 197 ;  1908 
"  335  et  335. 

*)  Pour  ce  qui  concerne  les  licjueurs  a  forte  teneur  en  acide  carbonique,  telles 
que  les  deux  dernieres,    il   est  a  noter  qu'elles  ne  peuvent   pas  etre  mesurees 
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principale  de  courbes  le  fera  voir  — ,  qu'une  solution  de  carbonate 
sodique  contenant  de  I'acide  carbonique  pourra  faire  fonction  de 
tampon  dans  un  domaine  de  concentration  ionique  semblable  a 
celui  qu'embrassent  les  melanges  de  phosphates,  quoique  d'une 
alcalinite  relativement  marquee. 

II  est,  cependant,  une  reaction  enzymatique  dont  la  concen- 
tration optimale  en  ions  hydrogene  se  trouve  completement  en 
dehors  du  domaine  considere  ici;  je  veux  parler  de  la  digestion 
pepsique.  II  va  de  soi  que  ni  phosphates  ni  carbonates  ne  peu- 
vent  servir  de  regulateur  dans  cette  reaction;  ce  qui,  ici,  sert 
de  tampon,  c'est  la  matiere  a  scinder  elle-meme,  soit  la  proteine 
et  ses  produits  de  decomposition  capables  de  fixer  aussi  bien 
les  acides  que  les  bases. 

Si,  maintenant,  il  s'agit  de  preparer  des  liqueurs  de  com- 
paraison  ayant  des  concentrations  des  ions  hydrogene  semblables 
a  celles  qui  jouent  un  role  dans  les  scissions  enzymatiques,  il 
semble  tout  indique  d'avoir  recours  aux  substances  dont  se  sert 
la  nature  comme  tampon.  Aussi,  les  premieres  liqueurs  de  com- 
paraison  employees  par  nous  furent  les  melanges  de  phosphates 
et  ceux  de  glycocolle  (choisissant  pour  representant  des  proteines 


electrometriquement  (voir  p.  57):     les    valeurs    ci-dessus  de  p+  ont  ete  trou- 

vees  par  coloriinetrie. 

Par    mesurage    colorimetrique    avec    des    melanges     de     borates    comme 

liqueurs    de    comparaison    et    avec    la    tropeoline  ooo  n"    i    comme  indicateur, 

on    a    trouve    que    des    solutions    0,1    mol.    de  deux  dififerents  echantillons  de 

bicarbonate    sodique    donnaient    p+ :=^  8,34  a  8,45   et,   la  phenolphtaleine  ser- 

H 
vanl  d'indicateur,   p+z=;8,39. 

Apres  saturation  de  ces  solutions  d'acide  carbonique  a  la  temperature 
ambiante,  on  trouva,  en  se  servant  de  melanges  de  phosphates  comme  li- 
queurs de  comparaison  et  de 


acide  rosoli(iue  comme  indicateur 

rouge  neutre  —  — 

azolithimine  —  — 


6,86 

6,<S2  et  6,90 

6,85. 


Par  contrc,  de  I'eau  pure  salurce  d'acide  carbonique,  ainsi  ([uune  solu- 
tion norm,  au  Vio  dc  chlorure  sodique,  solution  (ju'on  nvait  saturee  d'acide 
carbonique,  accusaient  un  exposant  d' ions  hydrogene  de  beaucoup  intcrieur:  le 
methyl -orange  servant  d'indicateur  et  des  melanges  de  citrates  faisant  office  de 
liqueurs   de   comparaison    dans    les    deux  cas ,    on  trouva  p+       4.08,    et  les 

melanges  de  glycocolle  donnerent  p+  —  4,00. 

H 
Ces  rcsultats  confirment  pleinemcnt  les  vues  exprimces  par  V.  W.  KUster 

dans  son   beau  travail   sur  la   titration  des'  lessives  alcalines  et  renfermant  des 

carbonates  (Zeitschr.  anorg.  (  licmie    13,    127   (1X97)). 


celui  de  leurs  produits  de  decomposition  qui  presente  la  plus 
simple  constitution  et  qui  est  en  meme  temps  le  plus  facilement 
accessible).  La  table  de  courbes  montre  tout  de  suite,  a  quel 
point  se  completent  les  deux  courbes  correspondant  a  ces  liqueurs, 
la  courbe  des  phosphates  embrassant  precisement  le  domaine  ou 
la  courbe  de  glycocolle  est  absolument  inutilisable.  II  parait 
hors  de  doute  que  les  autres  produits  de  scission  proteolytique 
aussi  bien  que  les  proteines  elles-meme  se  comporteront  dans 
tous  les  points  essentiels  de  la  meme  facjon  que  le  glycocolle. 
Par  consequent,  des  solutions  neutres  de  ces  substances  addi- 
tionnees  de  doses  meme  faibles  d'acides  ou  de  bases,  s'ecarteront 
beaucoup  du  point  neutre  (p+  =  7,07),  a  moins  que  ces  solutions 
ne  renferment  des  phosphates  ou  des  carbonates  susceptibles  de 
iaire  office  de  tampons. 

En  examinant  de  plus  pres  la  table  des  courbes,  on  s'aper- 
cevra  cependant  bientot  que  —  comme  il  a  ete  dit  plus  haut  — 
il  est  a  la  verite  possible,  grace  aux  melanges  de  phosphates  et 
de  glycocolle,  de  preparer  des  liqueurs  de  comparaison  pour 
tous  les  domaines  de  concentration  ionique  (de  HCl  norm,  au 
Vio  a  NaOH  norm,  au  ^/lo),  mais  que,  conformement  a  la  forme 
des  courbes,  a  I'endroit  ou  la  courbe  de  phosphates  cesse  et  a 
celui  oil  commence  celle  de  glycocolle  (avec  respectivement  HCl 
et  NaOH),  il  existe  des  domaines  de  concentration  011  le  besoin 
d'autres  solutions  etalons  se  fait  remarquer.  Ainsi  que  le  montre 
la  table  de  courbes,  ce  besoin  se  fait  surtout  sentir  pour  I'un 
de  ces  deux  domaines  (celui  qui  environne  p+  =  4),  et  precise- 
ment pour  celui  qui  dans  un  grand  nombre  de  scissions  enzy- 
matiques  offre  un  interet  tout  particulier  (voir  p.  131);  c'est 
pourquoi  il  fut  bien  vite  necessaire  de  completer  les  melan- 
ges de  phosphates  et  de  glycocolle  par  de  nouvelles  solutions 
etalons.  Parmi  celles  que  nous  avons  examinees  dans  ce  but, 
nous  avons  choisi  les  melanges  de  citrates  et  de  borates  ci- 
dessus  indiques,  qui  se  sont  trouves  excellents  sous  tous  les 
rapports. 

J'ajouterai  encore  que  —  sur  la  proposition  de  von  Szily 
—  Friedenthal  et  Salm  se  sont,  eux  aussi,  dans  leurs  tra- 
vaux  cites  plus  haut  (voir  p.  15),  adresses  a  des  melanges  de 
phosphates  a  titre  de  liqueurs  de  comparaison.  Bien  entendu, 
je  n'ai  aucunement  I'iiitention  de  vouloir  contester  la  priorite 
qui    revient    sur    ce    point   a    ces    eminents    savants;    mais,    d'un 
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autre  cote,  j'ai  cru  devoir  rendre  compte    des  considerations   qui 
m'ont  guide  dans  le  choix   des   solutions  etalons. 

e.     Cas  particuliers  oil  le  mesurage  electrometrique  presente  des 

difficult^s. 

Meme  si  Ton  emploie  le  dispositif  d'experiences  que  nous 
venons  de  decrire,  et  meme  si  Ton  s'est  assure  prealablement 
que  I'electrode  a  hydrogene  utilisee  se  comporte  a  tons  egards 
d'une  fagon  normale,  il  est  neanmoins  des  cas  oil  un  mesurage 
electrometrique  precis  ofifre  des  difficultes,  soit  que  la  liqueur  a 
examiner  s'altere  par  elle-meme  au  cours  du  mesurage,  soit 
qu'elle  subisse  Taction  de  I'electrode  platinique,  ou  enfin  qu'elle 
agisse  elle-meme  sur  cette  derniere.  Je  vais  donner  quelques 
exemples  de  ce  genre. 

i^  Les  liqueurs  contenant  de  I'acide  carbonique 
ou  des  carbonates  ne  peuvent  pas  ordinairement  etre  mesu- 
rees  electrometriquement  avec  une  precision  suffisante:  cela  n'est 
possible  que  dans  les  cas  oii  la  liqueur  est  d'une  acidite  telle  que 
tout  I'acide  carbonique  est  libre  et  peut  etre  expulse  en  faisant 
traverser  la  liqueur  par  un  courant  d'hydrogene,  sans  que  la 
concentration  d'ions  hydrogene  soit  sensiblement  modifiee,  et, 
d'autre  part,  dans  les  cas  oii  Ton  a  affaire  a  une  liqueur  d'une 
alcalinite  si  forte  qu'en  y  faisant  passer  de  I'hydrogene  i'acide 
carbonique  n'est  point  elimine  du  tout. 

C'est  ainsi  que,  comme  il  a  ete  dit  dans  le  chapitre  prece- 
dent (p.  50,  note),  une  solution  0,05  mol.  de  carbonate  sodique 
normal  peut  etre  mesuree  tres  exactement  par  voie  electro- 
metrique, tandis  qu'il  n'en  est  plus  de  meme  pour  une  solution 
0,1  mol.  de  bicarbonate  sodique.  Alors  que  par  mesure  colori- 
metrique  de  cette  derniere  on  trouva  p+  =  8,40  (p.  55»  note), 
la  mesure  electrometrique  a  donne  les  resultats  suivants: 

On  a  commence,  a  ii'\  de  faire  affluer  I'hydrogene;  I'ac- 
croissement  de  n  se  faisait  surtout  remarquer  de  ii*^^  a  ii*'^,  apres 
quoi  on  put  commencer   les    lectures    exactes.     On  trouva  alors : 


leure 

ji 

'  H 

IIO8 

0,Sl20 

8,22 

nil 

0,8218 

8,39 

w'' 

0,8283 

8,50 

iiso 

0,8341 

8,60 
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Heure 


12 


30 


Jt 

0,8475 

8,84 

0,8543 

8,95 

0,8591 

9,04 

0,8682 

9,19 

Ces  chiffres  montrent  clairement  qu'il  est  impossible  de 
determiner  par  cette  voie  la  concentration  des  ions  hydrogene 
dans  una  solution  comme  celle  consideree  ici;  car  il  serait  tout 
a  fait  arbitraire  de  choisir  la  valeur  p+  =  8,39  (apres  ii  minutes 
d'affluence  d'hydrogene),  valeur  qui  s'accorde  avec  celle  trouvee 
par  voie  colorimetrique.  On  devrait  plutot  choisir  la  valeur  un 
peu  plus  elevee  de  p+  =  8,60,  vu  que  dans  nos  mesures  electro- 
metriques  nous  obtenons  ordinairement  des  valeurs  constantes  de 
jt  au  cours  d'une  demi-heure  d'affluence  d'hydrogene.  J'ai  eu 
la  preuve  que  dans  cette  experience  il  s'agit  reellement  d'un 
changement  de  la  concentration  ionique  de  la  liqueur  —  et  non, 
par  exemple,  d'un  empoisonnement  de  I'electrode  — ,  par  le  fait 
qu'apres  la  fin  de  I'experience  une  mesure  colorimetrique  de  la 
liqueur  soumise  a  la  mesure  electrometrique  a  donne  p+  =9,13, 
lorsqu'on  se  servait  de  melanges  de  glycocolle  comme  liqueurs 
de  comparaison  et  de  phenolphtaleine  comme  indicateur. 

Dans  les  recherches,  exposees  ci-dessous,  relatives  au  degre 
de  precision  que  donnent  les  differents  reactifs  indicateurs  dans 
le  mesurage  colorimetrique  des  solutions  dont  il  s'agit  dans  les 
reactions  enzymatiques,  -nous  avons  toujours  ete  obliges  de  mettre 
en  ligne  de  compte  la  source  d'erreur  susmentionnee.  Aussi 
avons-nous  toujours  prepare  la  veille  du  jour  de  I'experience  la 
solution  que  nous  nous  proposions  d'examiner,  et  en  laissant 
affluer  I'hydrogene  la  nuit  durant  nous  avons  eu  soin  d'expulser 
I'acide  carbonique  qui  pourrait  s'y  trouver,  et  qu'on  pouvait 
eliminer  par  ce  moyen.  Ensuite,  nous  avons  mesure  la  solution 
ainsi  traitee,  aussi  bien  par  electrometrie  que  par  colorimetrie, 
et  nous  avons  fait  la  comparaison  des  resultats  obtenus.  Nous 
n'avons  done  pas  tenu  compte  de  cette  circonstance  que,  par 
suite  du  traitement  prealable  a  I'hydrogene,  la  concentration  des 
ions  de  la  solution  avait  peut-etre  subi  une  modification.  C'est 
que  nous  sommes  parti  de  cette  supposition  —  sinon  evidente 
du    moins    naturelle    — ,    que     la    precision    de    la    mesure    colori 
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metrique  sera  tout  a  fait  independante  de  I'absence  ou  de  la 
presence  de  I'acide  carbonique^). 

Pour  les  recherches  enzymatiques  il  est  generalement  pos- 
sible de  s'arranger  de  maniere  a  ce  qu'on  puisse  operer  sur  les 
liqueurs  pour  ainsi  dire  exemptes  d'acide  carbonique,  de  fagon  a  ce 
que  cette  source  d'erreur  dans  la  mesure  electrometrique  n'existe 
plus.  Dans  d'autres  cas,  les  chances  de  reussite  sont  bien  dimi- 
nuees,  surtout  s'il  s'agit  de  determiner  la  concentration  en  ions 
hydrogene  d'une  liqueur  non  artificielle.  Par  exemple,  un  echan- 
tillon  d'eau  de  mer  tant  soit  peu  riche  en  acide  carbonique,  ne 
se  laisse  pas  mesurer  avec  precision  par  le  procede  electrome- 
trique precedemment  decrit;  mais  ainsi  que  nous  I'avons  montre 
plus  haut,  on  peut  expulser  I'acide  carbonique  et  ensuite,  par 
une  comparaison  entre  les  mesures  electrometrique  et  colori- 
metrique,  determiner  le  degre  de  precision  que  donne  le  mesu- 
rage  colorimetrique  de  solutions  qui  renferment  justement  le 
melange  de  sels  existant  dans  Teau  de  mer  consideree;  cela 
fait,  on  peut  mesurer  cette  eau  par  colorimetrie,  et,  au  besoin, 
corriger  le  resultat  obtenu. 

Un  procede  semblable  ne  peut  pas  etre  applique  au  mesu- 
rage  des  ions  hydrogene  dans  bon  nombre  de  liqueurs  »physio- 
logiques«  renfermant  de  I'acide  carbonique,  par  ex.  le  sang,  qui 
naturellement  ne  se  laisse  pas  mesurer  colorimetriquement,  ou 
le  plasma  et  le  serum,  parce  qu'il  n'a  pas  ete  possible,  jusqu'a 
present  du  moins,  de  trouver  des  indicateurs  capables  de  fournir 
des  resultats  tant  soit  peu  exacts  dans  le  mesurage  de  liqueurs 
renfermant  de  fortes  proportions  de  proteines  naturelles.  Dans  ce 
cas,  on  en  est  reduit  a  se  servir  de  la  methode  electrometrique 
legerement  modifiee'-).  On  commence  I'essai  en  remplissant  en- 
tierement  le  vase  electrolytique  avec  la  liqueur  qui  doit  etre 
examinee;   ensuite   on    le    ferme  hermetiquement  et  y  fait  affluer 


*j  Dans  les  cas  ou  le  iraitemcnt  ;'i  1' hydrogene  modifie  la  concentration  ionique 
il  un  si  haut  dcgrc  (|uc  I'indicateur  approprie  a  la  liqueur  non  hydrogenc-e 
ne  peut  plus  servir,  il  est  evident  ([u'on  est  a  meine  de  rctablir  la  concen- 
tration ioni(iue  primitive  en  ajoutant  de  petites  doses  d'un  tani]ion  con\ enable, 
ou  bien   un   peu  d'acide. 

*)  Voir  par  ex.:  Ladislaus  v.  Rhorer  (Pflligers  Archiv  86,  586,  (1901V:; 
G.  Farkas  {il>id.  98,  551  (1903));  M.  Ffaundler  (Archiv  fUr  Kinderhcil- 
kunde  41,  161,  (1905));  Fr.  Tangl  (PflUgers  Archiv  115,  64  (1906)); 
Alex.  Szili  {ihid.  115,  72  et  82  (1906);  H.  Benedict  {ihui.  115,  106 
(1906));    com]),   aussi    !'.    l-'r.T  en  ckcl   (i/'id.   96,    601    (1903)). 
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une  telle  quantite  d'hydrogene  que  la  liqueur  tombe  jusqu'a  un 
point  determine,  de  maniere  qu'une  partie  de  I'electrode  soit 
entouree  d'hydrogene.  De  cette  fagon,  on  evite  que  des  quan- 
tites  notables  dacide  carbonique  ne  sen  echappent;  mais  ordi- 
nairement  la  force  electromotrice  ne  devient  constante  qu'apres 
un  temps  relativement  long  (6  a  8  lieures,  ou  meme  davantage)^). 

2)  Lorsqu'on  a  a  mesurer  une  solution  dont  la  concentra- 
tion en  ions  hydrogene  nest  pas  stable,  il  est  evidem- 
ment  impossible,  au  moyen  du  mesurage  electrometrique,  de 
determiner  directement  la  concentration  ionique  initiale,  c'est-a- 
dire  telle  qu'elle  est  a  I'instant  oii  Ton  prepare  la  solution:  ce 
nest  qu'apres  avoir  place  cette  derniere  dans  I'appareil  de  me- 
surage et  apres  y  avoir  fait  affluer  de  1  hydrogene  pendant  une 
demi-heure  environ,  qu'on  pourra  se  fier  aux  resultats  qu'auront 
donnes  les  mesures,  et  ensuite  on  pourra  suivre,  a  I'aide  de 
mesurages  repetes,  la  modification  que  subit  la  teneur  en  ions 
hydrogene.  On  peut  alors  extrapoler  graphiquement  jusqu'a  la 
concentration  ionique  initiale,  ou  bien,  si  cela  est  possible,  on 
peut  la  determiner  par  colorimetrie. 

Dans  les  cas  ou  il  s'agit  de  determiner  la  teneur  en  ions 
hydrogene  a  I'instant  meme  ou  la  solution  est  preparee,  la  me- 
thode  colorimetrique  offre  beaucoup  d'avantages;  mais  ici  encore 
c'est  par  une  combinaison  convenable  des  deux  methodes  qu'on 
obtient  les  resultats  les  plus  siirs. 

A  titre  d'exemple,  je  citerai  le  mesurage  des  modifications 
que  subit,  a  la  temperature  ordinaire,  la  concentration  des  ions 
hydrogene  dans  un  melange  convenablement  alcalin  de  peptone 
Witte  et  de  pancreatine;  dans  un  travail  anterieur-)  j'ai  signale 
ce  fait,  que  la  concentration  ionique  dun  pareil  melange  varie 
beaucoup  lorsqu'il  a  passe  relativement  peu  de  temps  a  la  tem- 
perature ambiante. 

Les  resultats  de  nos  mesures  sont  graphiquement  representes 
sur  la  Table  i :  nous  avons  pris  pour  ordonnee  le  temps  exprime 
en  minutes,  a  partir  du  moment  ou  Ton  a  fait  le  melange,  et 
pour  abscisse  I'exposant  d'ions  hydrogene  trouve  par  le  mesurage 


^)  Selon  les  belles  reclierches  de  Carlo  Foa  (Archivio  di  Fisiologia  3,  383, 
(1906)),  cela  ne  s'applique  pourtant  pas  aux  electrodes  en  or  platinees,  et 
moins  encore  aux  palladiees;  celles-lii  prennent,  meme  tres  rapidement,  un 
potentiel  constant. 

')  Ces  memes  Comptes-rendus   7,    53   (1907). 
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a  differentes  epoques.  Les  mesures  electrometriques  faites  par 
M.  S.  Palitzsch  sont  designees  sur  la  table  par  un  point, 
tandis  que  les  mesures  colorimetriques  que  j'ai  faites  en  meme 
temps    le    sont    par    un    point    entoure    d'un    petit    cercle.     Pour 
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9.0 


9.1 
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9.3 


9.V 


effectuer  ces  dernieres,  on  s'est  servi  de  melanges  de  borates 
comme  liqueurs  de  comparaison  et  de  la  phenolphtaleine  comme 
indicateur. 

II  resulte  de  la  table  que  la  modification  continue  de  la 
force  electromotrice  n'est  point  due  a  un  defaut  de  I'electrode, 
ni  a  un  manque  de  surete  de  la  methode  en  elle-meme  (com- 
parez  pp.  26  et  68),  mais  uniquement  a  un  changement  reel  de  la 
concentration  ionique;  car  la  mesure  colorimetrique,  basee  sur 
un  principe  tout  different,  montre  un  changement  continu  abso- 
lument  semblable.  11  ressort  egalement  de  la  table  que  I'ex- 
posant  des  ions  hydrogene  de  la  solution  a  ete,  sans  doute, 
considerablement  plus  grand  a  I'instant  du  melange  que  la  valeur 
maximale  trouvee  par  la  mesure  electrometrique  (0,04),  et  Ton 
voit  aisement  que  par  extrapolation  au  dela  des  points  electro- 
metriquement   determines,    on    aura,  pour    I'exposant    ionique    au 
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moment  du  melange,  a  peu  pres  la  meme  valeur  que  celle  obtenue 
par  la  mesure  colorimetrique  (9,3  a  9,4). 

D'ailleurs,  sans  vouloir  entrer  dans  des  details  qui  sortent 
du  cadre  du  present  travail,  je  ferai  seulement  remarquer  que, 
comme  la  table  le  montre,  la  courbe  indiquant  le  changement 
de  I'exposant  des  ions  hydro  gene  se  rapproche  de  la  ligne  droite, 
ce  qui  denote  que  la  diminution  de  la  teneur  en  ions  hydrbxyle 
de  la  solution  obeit  essentiellement  a  la  formule  des  reactions 
monomoleculaires  ^). 

Enfin,  j'ajouterai  que  la  concordance  entre  les  determinations 
electrometriques  et  colorimetriques  est  ici  encore  plus  complete 
qu'a  I'ordinaire;  generalement,  comme  on  le  verra  au  chapitre 
suivant  (B),  les  indicateurs  moins  nets,  et  parfois  meme  celui,  tres 
excellent,  qui  nous  a  servi  au  cas  particulier:  la  phenolphtaJeine, 
donnent  lieu  a  des  ecarts  un  peu  plus  grands. 

3°  Influence  du  toluene  ou  du  chloroforme.  Dans 
les  recherches  enzymatiques  il  est  d'usage  d'avoir  recours  a  des 
solutions  saturees  de  toluene,  de  chloroforme  ou  d'autres  anti- 
septiques  semblables,  destines  a  empecher  I'influence  des  bac- 
teries,  C'est  pourquoi,  au  debut  de  nos  experiences,  nous  avons 
sature  de  toluene  toutes  les  solutions  etalons  que  nous  preparions. 
Cependant  lors  du  mesurage  de  melanges  faits  avec  ces  solu- 
tions, et  surtout  lorsque  nous  nous  servions  d'electrodes  nouvelle- 
ment  platinees  nous  rencontrames  des  difficultes;  notamment,  il 
s'est  ecoule  souvent  beaucoup  de  temps  avant  que  la  force  elec- 
tromotrice  ne  devint  constante. 

En  examinant  de  plus  pres  ce  phenomene,  nous  avons 
reconnu  que  les  electrodes  fraichement  platinees  sont  fortement 
influencees  par  le  toluene  ou  le  chloroforme  —  et  plus  forte- 
ment, paraitil,  en  solution  acide  qu'en  solution  alcaline  — ;  mais 
apres  avoir  ete  soumise  pendant  assez  longtemps  a  Taction  des- 
dits  antiseptiques  et  apres  avoir  ete  employee  a  plusieurs  reprises 
dans  des  solutions  chargees  d'un  de  ceux-ci,  I'electrode  est 
susceptible  de  perdre  peu  a  peu  sa  sensibilite  —  elle  s'immu- 
nise,  si  Ton  pent  s'exprimer  ainsi,  —  vis-a-vis  de  ces  substances. 
Les    electrodes    ainsi    immunisees    fournirent   d'ordinaire    des    re- 


^1  Comparez  aussi  le  recent  travail  de  T.  Brailsford  Robertson  et  C.  L.  A. 
Schmidt:  Die  Rolle  des  Alkalis  bei  der  Eiweisshydrolyse  durch  Trypsin 
(Journ.  of  Biol.  Chem.  5.  31;  resume  dans  le  Chem.  Centralbl.  1908  II 
1267). 


sultats  a  peu  de  chose  pres  exacts,  surtout  si  nous  avions  soin 
de  ne  faire  entrer  qu'une  petite  portion  de  toluene  dans  les  solu- 
tions etalons  employees,  de  maniere  a  pouvoir  en  optenir  facile- 
ment,  au  moyen  de  I'hydrogene,   une  elimination  rapide. 

Cependant,  cet  etat  de  choses  donnait  lieu  a  un  certain 
manque  de  siarete,  et  comme,  en  outre,  nous  constatames  qu'une 
vegetation  meme  abondante  de  moisissures  engendree  dans  les 
solutions  etalons  n'exergait  aucune  influence  mesurable  sur  la 
concentration  ionique  des  melanges  de  comparaison  auxquels  se 
rapportent  toutes  les  parties  pleines  des  courbes  (voir  p.  48), 
nous  avons  dans  ces  dernieres  annees  opere  exclusivement  sur 
des  solutions  etalons  exemptes  de  toluene.  Aussi  les  mesures 
precedemment  mentionnees  et  sur  lesquelles  est  basee  la  table 
des  courbes,  ont-elles  ete  executees  a  I'aide  de  solutions  etalons 
sans  addition  de  toluene. 

Si  j'attire  I'attention  sur  ce  fait  assez  singulier  et  dont  je 
ne  saurais  expliquer  d'une  fagon  satisfaisante  la  cause  et  le 
caractere,  c'est  que,  autant  que  je  sache,  on  ignore  generalement 
que  ces  antiseptiques  d'un  usage  si  courant  sont  aptes  a  jouer 
un  role  dans  les  mesures  electrometriques  des  concentrations 
des  ions  hydrogene.  L'inconvenient  signale  pourra  sans  doute 
exercer  une  certaine  influence,  notamment  dans  le  cas  d'emploi 
du  procede  modifie  decrit  plus  haut  (voir  p.  59),  oii  Ton  ne  iait 
affluer  qu'une  quantite  bien  minime  d'hydrogene,  de  fagon  que, 
pour  ainsi  dire,  la  totalite  du  toluene  ou  du  chloroforme  reste 
dans  la  liqueur. 

Afin  de  mettre  ce  point  plus  en  lumiere,  je  vais  exposer 
brievement  quelques-uns  des  essais  effectuees: 

Les  mesures  furent  faites  a  I'aide  de  I'appareil  habituellement 
utilise  par  nous;  seulement  on  avait  intercale,  immediatement  en  avant 
du  vase  renfermant  I'electrode,  un  petit  barboteur  contenant  du  toluene 
ou  du  chloroforme,  ainsi  qu'un  simple  assemblage  de  tubes  en  T 
relids  entre  eux  par  des  tuyaux  en  caoutchouc,  qui  pouvaient  etre 
fermes  au  moyen  de  pinces  a  vis.  Cet  assemblage  permettait  non 
seulement,  avant  le  commencement  de  I'essai,  de  rcmplir  d'hydro- 
gene le  systeme  entier,  y  compris  I'espace  au-dessus  du  toluene  ou 
du  chloroforme,  mais  encore,  au  cours  de  I'essai,  de  faire  traverser 
la  liqueur  electrolyte  par  de  I'hydrogene  charge  de  toluene  ou  de 
chloroforme. 

Le  melange  «5  cc.  de  glycocolle  4-  5  cc.  de  H('l»  fut  mesure 
en  le  faisant  traverser  par  de  I'hydrogf^ne  pur  et  en  employant  une 
Electrode  nouvellcment  platince.  On  trouva  71  =  0,4489,  chiffre  cjui 
se    maintint,  a  peu    de   chose    pres,    constant   pendant   une    heure   et 
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demie.  Ensuite  on  arreta  le  courant  d'hydrogene  pur,  pour  laisser 
entrer  I'hydrogene  charge  de  toluene.  Au  bout  de  3  minutes,  on 
put  constater  un  abaissement  notable  de  .t  (3  a  4  millivolts),  abaisse- 
ment  qui  se  continua  assez  regulierement,  mais  de  plus  en  plus  faible- 
ment,  jusqu'a  ce  que  le  minimum  {tt  =  0,4202)  fut  atteint  au  bout 
de  36  minutes.  Ensuite,  .t  recommenga  a  monter  lentement,  quoi- 
qu'on  continuat  Taffluence  d'hydrogene  charge  de  toluene*,  mais  mdme 
aprds  2  heures,  tt  n'avait  pas  depasse  la  valeur  0,4306.  On  fit  alors 
entrer  de  I'hydrogene  pur,  qui  fit  monter  rr,  en  2  heures,  k  0,4467, 
c'est-a-dire  a  peu  pr^s  sa  valeur  normale. 

Apres  avoir  laisse  I'electrode,  la  nuit  durant,  dans  de  I'eau  pure, 
on  I'employa  pour  la  mesure  dune  portion  fraichement  preparee  du 
meme  melange  de  glycocolle.  On  obtint  a  peu  pr^s  le  meme  resultat 
constant  que  ci-dessus:  jt  =  0,4491;  un  courant  d'hydrogene  charge 
de  toluene  ne  tarda  pas  a  faire  descendre  tt,  de  facjon  qu'il  atteignit 
deja  au  bout  de  24  minutes  le  minimum,  qui  cette  fois-ci  n'etait  pas 
inferieur  a  0,441 1.  A  la  suite  d'une  affluence  continuee  d'hydrogene 
charge  de  toluene,  jt  remonta  en  i  h.  ^/a  a  0,4435,  chiftYe  qui,  apres 
affluence  subsequente  d'hydrogene  pur  pendant  i  h.^/2,  monta  ulterieure- 
ment  jusqu'a  0,4491. 

Le  lendemain,  on  reprit  I'experience.  Cette  fois,  Ji  descendit  en 
20  minutes  de  la  valeur  constante:  0,4491,  jusqu'a  la  valeur  mini- 
male:  0,4451,  puis  sous  I'affluence  continuee  d'hydrogene  charge  de 
toluene  durant  3  heures,  il  remonta  a  0,4487,  c.  a  d.  a  tres  peu  pres 
la  valeur  normale.  Apres  un  barbotage  subsequent  d'hydrogene  pur, 
JT  ne  monta  que   d'un  demi-millivolt. 

Cette  experience,  ainsi  que  plusieurs  autres,  dans  les  details  des- 
quelles  nous  n'avons  pas  a  entrer  ici ,  demontrent  nettement  qu'au 
cours  de  chaque  mesurage,  aussi  bien  que  d'un  mesurage  k  I'autre, 
I'electrode  devient  peu  a  peu  de  moins  en  moins  sensible  k  Taction 
du  toluene.  Ce  qui  est  etonnant,  c'est  qu'en  solution  alcaline  (nous 
nous  sommes  servi  du  melange  «6  cc.  de  glycocolle  +4  cc.  de  NaOH»), 
nous  n'avons  pu  constater,  pour  ainsi  dire,  aucune  action  du  toluene 
meme  sur  des  electrodes  nouvellement  platinees. 

Le  chloro forme,  au  contraire,  agit  sur  I'ectrode  tant  en  solu- 
tion acide  qu'en  solution  alcaline;  bien  que  Taction  soit  loin  d'avoir 
la  meme  force  pour  toutes  les  electrodes. 

Comme  exemple  d'une  action  particulidrement  forte,  je  citerai 
que,  par  mesurage  du  melange  «6  cc.  de  glycocolle  +  4  cc.  de  NaOH» 
au  moyen  d'une  electrode  nouvellement  platinee  et  d'hydrogene  pur, 
on  obtint  la  valeur  constante  tt  =  0,9219;  un  courant  d'hydrogene 
charge  de  chloroforme  fit  descendre  71  en  3  heures  environ,  lente- 
ment et  graduellement,  jusqu'a  0,9016,  et  ensuite,  apres  un  barbotage 
d'hydrogene  pur  pendant  i  heure,  il  monta  a  0,9121,  valeur  qui  ne 
changea  pas  sous  une  affluence  d'hydrogene  continuee  pendant  18  heures- 
encore. 

Quoicjue  JT  fut  ainsi  encore  loin  d'avoir  atteint  sa  valeur  vraie, 
I'electrode,  rincee  a  Teau  pure,  n'en  donna  pas  moins,  par  mesurage 
du  melange  «5  cc.  de  glycocolle  +  5  cc.  HC1»,  la  valeur  juste: 
7r  =  0,4495;  ii"i3.is  en  faisant  barboter  pendant  i  h.  V*  de  I'hydrogene 


charge  de  chloroforme,  on  vit  n  tomber  jusqu'^  0,3582,  pour  remonter 
lentement,  pendant  les  deux  heures  suivantes,  a  0,3826.  Un  barbo- 
tage  d'hydrogene  pur  fit  alors  monter  n,  en  i  h.,  a  la  valeur  0,4423, 
valeur  qu'une  affluence  ulterieure  d'hydrogene  pendant  20  h.  ne  mo- 
difia  plus. 

4°  Quand  la  solution  a  examiner  est  soumise  al'ac- 
tion  de  I'hydrogene  en  contact  avec  de  la  mousse  de 
platine,  il  y  a  evidemment  possibilite  que  la  concentration  en 
ions  hydrogene  de  la  solution  subisse  une  modification  et  que, 
par  suite,  le  mesurage  electrometrique  devienne  incertain  ou 
meme  tout  a  fait  inapplicable.  Le  cas  se  trouve  encore  plus 
complique  quand  I'hydrogenation  de  la  solution  donne  naissance 
a  des  substances  aptes  a  exercer  une  influence  nuisible  sur 
I'electrode;  nous  allons  citer  un  exemple  de  ce  genre. 

Dans  les  mesures  electrometriques  de  solutions  de  proteines 
de  nature  differente  et  de  differentes  concentrations  en  ions 
hydrogene,  il  nous  a  ete  relativement  facile  d'obtenir  des  resul- 
tats  constants  (voir  p.  6-]).  Le  mesurage  electrometrique  ne  s'est 
montre  hors  d'etat  de  servir  que  dans  quelques  essais  portant 
sur  le  blanc  d'oeuf  de  poule,  qu'on  avait  au  prealable  traite  a  la 
lessive  de  sonde,  puis  acidule  au  moyen  d'acide  chlorhydrique. 
D'abord,  I'electrode  en  platine  etait  fortement  influencee  par  la 
solution,  qui  sentait  un  pen  I'hydrogene  sulfure,  et  ensuite  nous 
avons  reconnu  que,  meme  apres  expulsion  de  la  totalite  de  ce 
gaz  au  moyen  d'un  courant  d'air  ou  d'hydrogene,  la  liqueur, 
sous  Taction  combinee  de  I'hydrogene  et  de  I'electrode  en  platine, 
mais  non  en  I'absence  de  cette  derniere,  developpait  toujours 
des  quantites  minimes  d'hydrogene  sulfure  et  exergait  continuelle- 
ment  une  influence  appreciable  sur  I'electrode^). 

Bien  que  des  cas  tels  que  celui  que  nous  venons  de  men- 
tionner,  ne  se  presentent  que  rarement,  il  faut,  par  exemple 
dans  la  preparation  de  solutions  convenables  en  vue  de  scissions 
proteolytiques,  mettre  en  ligne  de  compte  le  fait  signale,  lorsqu'on 
veut  determiner  par  voie  electrometrique  la  concentration  des 
ions   hydrogene.     C'est   pour   ce   motif,   et   de   meme   aussi  pour 


^)  11  parrut  ainsi  cxister  une  corrtlalion  enlre  la  formation  d'hydrogene  sulfure 
el  I'influence  exercee  sur  I'electrode;  toutefois,  des  essais  directs  nous  mon- 
trerent  qu'on  pouvait  ap])orter  a  une  li(]ueur  Electrolyte  conveiiablenienl 
acide  (nous  nous  servions  du  melange  «8  cc.  de  glycocollc-j- 2  cc.  de  HC1») 
des  doses  assez  abondantes  d  hydrogene  sulfure  sans  (jue  I'electrode  subit 
d'altcrations  sensihles. 
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donner  une  idee  de  la  grandeur  des  modifications  en  question, 
que  je  vais  citer  quelques  valeurs  numeriques  fournies  par  un  de 
ces  essais. 

La  solution  mise  en  jeu  fut  preparee  en  traitant,  a  37*^,  en  5 
jours,  375  CO.  d'une  solution  a  4  ^/o  de  blanc  d'oeuf  par  50  cc.  de 
lessive  normale  de  soude,  apr^s  quoi  on  y  ajouta,  en  tout,  70  cc. 
d'acide  chlorhydrique  normal  et  255  cc.  d'eau.  On  fit  traverser  la 
solution  par  de  I'hydrogene  jusqu'au  lendemain;  mais  I'odeur 
d'hydrogene  sulfure  n'avait  pourtant  pas  encore  com- 
pletement  disparu.  Apres  filtration,  on  mesura  la  solution  tant 
colorimetriquement  que  par  voie  electrometrique. 

En  se  servant  de  melanges  de  glycocoUe  comme  liqueurs  de 
comparaison,  avec  le  violet  de  methyle,  la  mauveine  et  le  violet  de 
gentiane  ^)    comme    indicateurs,    un    mesurage    colorimetrique    donna 

Apr^s  une  demi-heure  d'affluence  d'hydrogene,  le  mesurage 
electrometrique  fit  constater  une  force  electromotrice  correspondant 
a  Ph  =^  1.80,  et  en  maintenant  le  courant  d'hydrogene,  on  remarqua 
que  la  diffference  de  tension  diminuait  encore,  au  point  qu'au  bout 
de  6  heures  d'hydrogenation,  elle  reppndait  a  p+  =^  1,25,  et  au  bout 
de  25   heures,  a  p^  —  env.  0,7. 

A  travers  le  reste  de  la  solution  de  blanc  d'oeuf,  on  fit  alors 
passer,  durant  3  jours ,  de  I'air  pur  et  exempt  d'acide  carbonique, 
ce  qui  eut  pour  effet  que  I'odeur  d'hydrogene  sulfure  dis- 
parut  compl^tement.  Le  mesurage  colorimetrique  donna  a  tres 
peu  pr^s  le  meme  r^sultat  que  ci-dessus;  mais  par  le  mesurage 
electrometrique  on  trouva,  aprds  une  demi-heure  d'hydrogenation, 
p+  =  2,29,  chififre  qui  pourtant  n'etait  pas  constant,  mais  descendit 
peu  a  peu,  dans  le  courant  de  3  heures,  a  2,06;  la  liqueur  ren- 
fermee  dans  le  vase  electrolyte  repandait  maintenant  de 
nouveau  une  odeur  d'hydrogene  sulfure. 

Enfin,  on  essaya  de  faire  passer  de  I'hydrogene  au  travers 
du  reste  de  la  solution  de  blanc  d'oeuf  de  poule  aeree  et  delivree 
d'hydrogene  sulfure,  puis  a  travers  une  solution  d'acetate  de  plomb; 
mais  cette  derni^re  ne  noircit  pas  par  I'hydrogenation  de  la  solution 
de  blanc  d'oeuf  du  jour  au  lendemain.  Par  contre,  lorsque,  apres 
avoir  place  dans  cette  solution  une  des  electrodes  en  platine  habi- 
tuelles ,  on  hydrogena  dun  jour  a  I'autre,  la  solution  d'acetate  de 
plomb  accusa  un  noircissement  assez  net. 


Les  exemples  que  nous  venons  de  citer,  montrent  que  dans 
certaines  circonstances  le  mesurage  electrometrique  donne  des 
resultats  peu  surs  et  que,   par  consequent,  lors  de  la  disposition 


^)   C.  a  d.  queli]iies-uns  des  rares  indicateurs  utilisables  pous  les  solutions  renfer- 
mant  des  protcines   naiurelles  ou  Icgerement  desagregces  (voir  p.  94). 
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€t  de  I'execution  de  recherches  enzymatiques,  il  est  indispensable 
de  tenir  compte  des  inconvenients  signales  ici,  si  Ton  veut  de- 
terminer la  concentration  ionique  par  voie  electrometrique.  Etant 
donne  que  dans  tons  les  cas  decrits  le  caractere  incertain  de  la 
methode  s'est  manifeste  par  une  alteration  de  la  force  electro- 
motrice  de  la  solution,  il  convient  de  ne  se  fier  a  une  de- 
termination electrometrique  qu'a  la  condition  d'avoir  obtenu 
des  resultats  identiques  par  des  mesures  reiterees  a  des  inter- 
valles  convenables.  Dans  le  mesurage  des  melanges  complexes 
et  imparfaitement  connus  dont  il  s'agit  dans  nombre  de  decom- 
positions enzymatiques,  il  n'est  guere  possible  d'arriver  a  un 
•degre  de  precision  egalant  celui  avec  lequel  ont  ete  determinees 
les  liqueurs  de  comparaison  dont  nous  avons  parle. 

Dans  nos  mesures  de  solutions  contenant  par  ex- 
emple  des  proteines,  nous  avons  considere  la  deter- 
mination comme  satisfaisan  te  lorsque  la  force  elec- 
tromotrice  devenait  constante  au  bout  d'une  heure 
•environ  et  qu'ensuite  elle  ne  variait  en  deux  a  trois 
heures  que  de  i  a  2  millivolts.  Dans  une  mesure  electro- 
metrique, meme  si  elle  marche  d'ailleurs  de  fagon  irreprehensible, 
je  ne  crois  pas,  qu'en  de  pareils  cas,  on  puisse  compter  sur  une 
exactitude  plus  grande  que  +  3  millivolt,  ce  qui  correspond  a 
une  erreur  d'environ  5  dans  la  deuxieme  decimale  de  I'exposant 
d'ions  hydrogene. 

B.     Mesurages  colorinictriques. 
a.     Methode  employee. 

Dans  I'introduction  au  present  travail  nous  avons  deja  rendu 
•compte  du  principe  tres  simple  sur  lequel  sont  basees  les 
mesures  colorimetriques  (voir  p.  15);  il  reste  encore  a  eclaircir 
par  quelques  exemples  les  details  de  la  methode. 

Lorsqu'on  a  a  examiner  une  solution  dont  la  concentration 
ionique  est  tout  a  fait  inconnue,  il  faut  d'abord  proceder  a  des 
essais  prealables  qui  determineront  le  choix  des  liqueurs  de 
comparaison  et  de  I'indicateur  convenant  au  cas  particulier.  La 
maniere  la  plus  commode  d'operer  est  de  commencer  par  exa- 
miner la  reaction  de  la  solution  sur  le  papier  de  tournesol;  oi)- 
tient-on  la  reaction  alcaline,  on  ajoute  de  la  phenolphtaleine  a 
quelques  gouttes    de    la  solution;    ol)tient-on ,    au  contraire,    une 

5* 
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reaction  acide  sur  le  tournesol,  on  recherche  comment  se  com- 
porte  la  solution  vis-a-vis  du  methylorange,  par  exemple :  C'est 
du  resultat  de  ces  essais  que  depend  alors  la  question  de  savoir 
quel  autre  indicateur  approprie  serait  a  employer  afin  de  delimiter 
plus  exactement  le  domaine  auquel  appartient  la  concentration 
ionique  de  la  solution  etudiee. 

Supposons,  par  exemple,  que  nous  ayons  trouve  une  reaction 
acide  sur  le  papier  de  tournesol,  puis  une  reaction  alcaline  vis- 
a-vis du  methylorange,  et  enfin  qu'avec  le  p-nitrophenol,  dont 
le  point  de  virage  se  trouve  situe  entre  ceux  du  tournesol  et  du 
methylorange,  la  solution  prenne  une  coloration  nettement  mais 
non  fortement  jaune.  La  concentration  ionique  de  la  solution 
sera  alors  telle  que  le  p-nitrophenol  pourra  probablement  servir 
d'indicateur  dans  le  mesurage. 

On  mesure  alors  dans  des  eprouvettes  (en  verre  incolore  et, 
autant  que  possible,  pareilles  sous  tous  les  rapports)  les  melanges 
suivants  de  phosphates: 

Phosphate  primaire  pur,  0,25  sec,  0,5  sec,  i  sec,  2 — 3 — 4 
et  5   sec.^), 

melanges  qui  correspondent  au  domaine  de  concentration  ionique 
qu'embrasse  I'indicateur  p-nitrophenol :  meme  additionne  d'une 
abondante  quantite  du  colorant,  le  phosphate  « primaire  pur» 
(p+  =  4,53)  est  pour  ainsi  dire  incolore,  tandis  que  «5  sec.»  (p"^ 
=  6,81)  additionne  de  quelques  gouttes  de  la  solution  indica- 
trice  prend  une  teinte  vert  jaune,  et  additionne  de  plus  grandes 
quantites,  une  couleur  fortement  vert  jaune;  entre  ces  deux 
extremes  les  autres  melanges  se  laissent  aisement  ranger  d'apres 
leur  concentration  ionique.  Apres  avoir  mesure  egalement  lO  cc. 
de  la  solution  a  examiner,  on  fait  tomber  goutte  a  goutte  dans 
toutes  les  solutions  une  dose  convenable  de  la  solution  indicatrice 
(dans  le  cas  present  3  gouttes  de  la  solution  mentionnee  plus 
loin  de  p-nitrophenol;  voir  p.  107);  cela  fait,  on  compare  entre 
elles  les  couleurs  des  solutions,  apres  les  avoir  soumises  avec 
precaution  a  un  mouvement  giratoire  assez  energique. 

Pour  faire  cette  comparaison,   ce  qu'il  y  a  de  plus  pratique, 


^)  Le  melange  «o  00,25  de  phosphate  secondaire  -f-  900,75  de  phospate  primaire > 
est  designe  par  I'abreviation  «o,25  sec.»,  et  nous  avons  employe  des  abrc- 
viaiions  analogues  non  seulement  pour  les  autres  melanges  de  phosphates, 
mais  aussi   pour  oeux  de  glycooolle,   de  oitrates,    de  borates. 
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c'est  d'employer  des  supports  d'eprouvettes  dont  le  fond,  formant 
avec  le  plan  horizontal  un  angle  de  35**  a  40°,  est  entierement  recou- 
vert  d'un  papier  blanc,  et  qui  d'ailleurs  (voir  la  figure  ci-apres) 
sont  arrangees  de  fa^on  a  ce  qu'en  tournant  le  support  d'un 
angle  de  35°  a  40°  autour  de  I'axe  longitudinal,  on  puisse  voir  libre- 
ment  a  travers  toutes  les  eprouvettes  placees    sur   le  fond  blanc. 


En  faisant  la  comparaison  des  intensites  de  coloration  des 
differentes  solutions  (pour  d'autres  indicateurs  il  pent  etre  question 
de  diverses  teintes  des  solutions),  on  ne  rencontre  alors  aucune 
difficulte  en  disposant,  d'abord,  les  liqueurs  de  comparaison  d'apres 
leur  concentration  en  ions  h)'drogene,  et  ensuite,  en  rangeant  la 
solution  a  examiner  a  la  place  que  lui  assigne  dans  la  serie  sa 
concentration  ionique. 

Si  dans  I'exemple  present  la  solution  se  laisse  ranger  par 
exemple  entre  3  sec.  et  4  sec,  la  dose  d'indicateur  ajoute  sera 
convenable;  mais  dans  le  cas  ou  la  concentration  des  ions  hy- 
drogene  de  la  solution  est  plus  grande  —  correspondant  par  ex. 
a  I  sec.  ou  0,5  sec.  — ,  la  dose  ajoutee  (3  goultes)  sera  trop 
faible  pour  fournir  une  coloration  suffisamment  intense  pour 
permettre  une  comparaison  exacte.  En  ce  cas,  il  faut  ajouter  a 
toutes  les  eprouvettes  une  nouvelle  dose  de  la  solution  indica- 
trice  (3,  6  ou  12  gouttes,  suivant  les  cas).  Constate-t-on  mainte- 
nant,  en  comparant  a  nouveau,  que  la  solution  en  question  se 
laisse  ranger  entre  i  sec.  et  2  sec,  on  a  alors  a  distinguer  si 
la  place  est  au  milieu  de  ces  deux  melanges  ou  plus  pres  de 
I  un  que  de  I'autre;   si,  par  exemple,  on  juge  qu'cllc  est  egale  a 
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1,7  sec,  son  exposant  d'ions  hydrogene  est,    d'apres    la  table  de 
courbes,  de  6, i6. 

II  sera  quelquefois  possible  de  rendre  la  methode  plus  pre- 
cise en  intercalant  un  plus  grand  nombre  de  melanges  de  compa- 
raison.  Dans  I'exemple  present  le  melange  1,5  sec.  se  laisse 
facilement  ranger,  et  comme,  avec  I'indicateur  en  jeu,  la  solu- 
tion ne  change  pas  d'intensite  de  coloration  avec  le 
temps  (comp.  p.  79),  on  pent  intercaler  ce  nouveau  me- 
lange en  dernier  lieu,  quand  on  aura  reconnu  que  c'est 
precisement  celui-la  dont  on  a  besoin,  et  non  pas,  par  exemple,. 
2,5  sec. 

Au  surplus,  je  ferai  seulement  remarquer  ici  qu'il  est  avan- 
tageux  d'avoir  a  sa  disposition  toute  une  serie  de  liqueurs  de 
comparaison,  de  maniere  a  pouvoir  embrasser  d'un  seul  coup 
d'oeil  la  fagon  dont  changent  la  nuance  et  I'intensite  de  la  colo- 
ration ;  une  mesure  precise  ne  pent  s'effectuer  avec  moins  de 
quatre  liqueurs  de  comparaison ,  deux  de  chaque  cote  de  la 
solution  qu'il  s'agit  d'examiner.  En  effet,  il  est  necessaire 
de  disposer  d'un  nombre  de  liqueurs  de  comparaison 
suffisamment  grand  pour  que  la  solution,  sans  occuper 
une  des  extremites,  puisse  etre  mise  non  seulement 
a  sa  place  juste,  mais  aussi  a  une  place  a  droite  ou  a 
gauche.  Une  fois  qu'on  s'est  servi  de  cette  methode,  on 
reconnaitra  qu'en  faisant  ainsi  changer  de  place  la  solution  parmi 
les  liqueurs  de  comparaison,  on  augmentera  d  une  iac^on  notable 
la  surete  de  la  mesure. 

II  est  evident  qua  I'aide  des  memes  liqueurs  de  compa- 
raison on  pent  mesurer  plusieurs  solutions  differentes,  pourvu 
qu'elles  se  trouvent  dans  le  domaine  de  concentration  ionique 
qu'embrasse  I'indicateur  employe.  Lorsqu'on  recherche,  dans 
des  etudes  enz}'matiques  par  exemple,  quelle  est  I'influence 
exercee  par  un  facteur  determine  quelconque  (quantite  d'enzyme, 
de  matiere  ou  d'une  substance  etrangere  quelconque),  et  que 
dans  ce  but  on  fait  varier,  dans  une  serie  d'essais,  la  grandeur 
de  ce  facteur,  on  ne  peut  pas  admettre  d'abord  que  la  concen- 
tration ionique  soit  absolument  la  meme  dans  toutes  les  liqueurs 
experimentees;  mais  comme,  dans  ces  conditions,  les  variations 
seront  ordinairement  insignifiantes,  on  pourra  souvent  mesurer 
toutes  les  solutions  avec  une  meme  serie  de  liqueurs  de  com- 
paraison.    Dans  ce  cas  la  mesure  colorimetrique  offre  des  avan- 
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tages  considerables;  d'un  autre  cote,  lorsque  le  facteur  qu'on  fait 
varier  est  la  concentration  ionique  elle-meme,  la  methode  devient 
un  peu  plus  compliquee,  parce  que  dans  ce  cas  on  se  trouve 
oblige  d'employer  plusieurs  indicateurs  avec  chacun  leur  serie 
de  liqueurs  de  comparaison  (voir  I'exemple  ci-dessous). 

Meme  dans  les  cas  oii  pour  la  mesure  definitive  on  veut 
employer  la  methode  electrometrique,  plus  exacte,  on  a,  en 
etablissant  le  plan  des  essais,  un  bon  point  d'appui  dans  la 
methode  colorimetrique,  etant  donne  qu'a  I'aide  de  celle-ci  on 
est  a  meme  de  determiner  d'une  fagon  commode,  quelles  sont 
les  quantites  d'acide,  de  base  ou  de  melange  de  tampon  qu'il 
faudra  mettre  en  oeuvre  dans  chaque  cas  particulier  afin  d'arriver 
a  la  concentration  ionique  voulue. 

Comme  exemple  de  I'application  pratique  de  la  methode 
colorimetrique,  citons  les  resultats  des  mesures  d'une  serie  d'es- 
sais  faisant  partie  d'un  travail  commence  par  M.  R.  Koefoed 
dans  notre  iaboratoire,  travail  qui  a  pour  objet  I'influence  de  la 
concentration  des  ions  hydrogene  sur  la  scission  du  sucre  de 
canne  par  I'intermediaire  de  I'invertine. 

On  avait  a  examiner  9  melanges  d'invertine,  de  sucre  de  canne 
at  d'acide  sulfurique  tres  dilue;  la  teneur  en  cet  acide  allait  en 
croissant  du  n°  i   a  n°  9. 

a)  Liqueurs  de  comparaison:  4 — 5  —  6 — 7 — 8  —  g  sec.^). 

Avec  10  gouttes  de  rouge  neutre  (voir  p.  107),  n°  i  etait  egal 
a  5  sec,  tandis  que  n'^   2   se  trouva  etre  plus  acide  que  4  sec. 

N"  i:  p^=  6,81   (5  sec.) 

b)  Liqueurs  de  comparaison:  0,25 — 0,5 — i  —  2 — 3  —  4  sec. 

Avec  6  gouttes  de  p-nitrophenol  (voir  p.  107), n"  2  tenait  le  milieu 
entre  2  et  3  sec,  et  avec  12  gouttes  de  cet  indicateur  n"  3  etait  inter- 
mediaire  entre  0,5  et  i  sec,  tr^s  pr^s  de  ce  dernier,  tandis  que  n"  4 
avait  une  acidite  au  moins  aussi  grande  que  0,25   sec. 

N"  2:  p+=  6,37   (2,5  sec) 

N°  3:  Pi=  5'86  (0,9  sec.) 

c)  Liqueurs  de  comparaison:   6 — 7 — 8 — 9  citrate  +  NaOH 

10       — 
6—7—8—9      —      +  HCI. 

')  Par  cetlc  abriiviation  nous  t-xprimnns  —  ainsi  qu'il  a  cle  deja  (lit  a  la  page  68, 
note  —  qu'on  a  employe  six  liqueurs  de  comparaison  contenant,  par  lo  cc., 
respectivement  4,  5,  6,  7,  8,  9  cc.  de  phosphate  secondaire,  le  reste  cianl 
forme   de   ]iho5phate   primaire. 


1^ 

Avec  lo  gouttes  d'acide  a-naphtylamino-azo-paraben- 
z^nesulfonique  (voir  p.  102),  n"  4  etait  situe  entre  8  et  g  citrate 
+  NaOH,  tout  en  paraissant  plus  pres  de  ce  dernier,  et  n'  5  etait 
entre  7  et  8  citrate  +  HCl,  tres  pres  de  ce  dernier,  tandis  que  n"  6 
avait  une  plus  grande  acidite  que  7  citrate  +  HCl. 

N°  4:  p+ =  5,19  (8,6  citrate  +  NaOH) 
N°  5:  p+=4,62   (7,8     —      +  HCl) 

d)  Liqueurs  de  comparaison:    5,5 — 6,0 — 6,5  —  7,0  citrate  -f  HCl 

8,5—9,0—9,25  —  9,5—9,75  glyco- 
colle  +  HCl. 

Avec  4  gouttes  de  methyl  orange  (acide  d  im  ethyl  anil  ino- 
azo-parabenzenesulfonique,  voir  p.  99),  n"  6  se  trouvait  situe 
entre  5,5  et  6,0  citrate  -f-  HCl,  tres  pr^s  du  premier,  et  n''  7  tenait 
a  peu  pres  le  milieu  entre  9,25  et  9,5  glycocolle  +  HCl,  tandis  que 
n"  8  se  trouvait  moins  nettement  entre  8,5  et  9,0  glycocolle  -f-  HCl; 
en  tout  cas  il  etait  plus  acide  que  ce  dernier. 

N°  6:  p+  =  4,00  (5,6  citrate  +  HCl) 
N^  7  :  p+  =  3,61  (9,4  glycocolle  +  HCl) 

e)  Liqueurs  de  comparaison:   7,0 — 7,5 — 8,0 — 8,5 — 9,0 — 9,5 

glycocolle  -f  HCl. 

Avec  4  gouttes  d'acide  metachlorediethylanilino-azo- 
parabenzenesulf  oniq  ue  (voir  p.  99),  n'8  tenait  le  milieu  entre 
8,5  et  9,0  glycocolle  4-  HCl,  et  n'  9  entre  7,5  et  8,0  glycocolle  + 
HCl,  tres  pres  de  ce  dernier. 

N°  8:  p+  =  3,22   (8,75   glycocolle  +  HCl) 
N^  9:  p+  =  2,89   (7,9  —         +    —  ) 


b.    Sources  d'erreurs  de  la  methode. 

Dans  ce  chapitre  nous  allons  mentionner  en  detail  un  cer- 
tain nombre  de  circonstances  qui  exercent  une  influence  sur  la 
precision  et  I'applicabilite  de  la  methode  colorimetrique.  Comme 
rimportance  plus  ou  moins  grande  de  ces  sources  d'erreurs  de- 
pend, entre  autres  choses,  de  I'indicateur  employe,  on  est  oblige 
de  faire  entrer  en  ligne  de  compte  les  circonstances  signalees 
avant  de  faire  le  choix  d'un  indicateur  dans  chaque  cas  parti- 
culier. 

1°  Couleur  propre  de  la  liqueur  experimentee. 
Dans  les  cas  ou  la  solution  qu'on  a  a  examiner  n'est  pas  in- 
colore,  il  est  indispensable,  avant  d'y  ajouter  lindicateur,  de 
communiquer  aux  liqueurs  de  comparaison,  autant  que  possible, 
la   teinte    de    la    solution,   et    afin    de    masquer   les   petites    diver- 
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gences  de  teinte  qui  sont  inevitables,    il  convient    d'ordinaire  de 
mettre  en  oeuvre  d'abondantes  doses  de  la  solution  indicatrice. 

On  peut  se  servir  de  solutions  etendues  de  matieres  colo- 
rantes  convenables  produisant  une  meme  teinte  dans  les  limites 
du  domaine  des  concentrations  ioniques  que  comprend  la  serie 
employee  de  liqueurs  de  comparaison.  II  n'y  aura  done  aucun 
empechement  a  employer  des  indicateurs  comme  colorants ;  mais 
cela  ne  peut,  bien  entendu,  se  faire  que  dans  les  cas  de  con- 
centrations ioniques  suffisamment  eloignees  du  point  de  virage. 
Comme  colorants  appropries  pour  les  liqueurs  de  comparaison 
dans  le  mesurage  des  solutions  dont  il  est  generalement  question 
dans  les  recherches  enzymatiques,  nous  avons  fait  usage  des 
matieres  ci-apres  qui,  chacune  dans  leur  domaine  assez  etendu 
de  concentration  ionique,  n'accusent  pas  de  virage^): 

a)  Brun  de  Bismarck  (oS'',2  dans   i  1.  d'eau). 

b)  Helianthine  II  (os^j  dans  8oo  cc.  d'alcool  393  %  +  200  cc. 
d'eau). 

c)  Tropeoline  o  (os'',2  dans   i  1.  d'eau). 

d)  Tropeoline  00  (os'^,2  dans   i  1.   d'eau). 

e)  Curcumeine  (os'',2  dans  600  cc.  d'alcool  a  93  "/o  +  400  cc. 
d'eau). 

f)  Violet  de  methyle  (os',02  dans   i  1.  d'eau). 
g)  Bleu  beige  (og"^,!   dans   i  1.  d'eau). 

Lorsque,  dans  la  suite,  nous  parlerons  de  coloration  avec 
un  nombre  determine  de  gouttes  d'une  de  ces  matieres  colo- 
rantes,  nous  entendons  toujours  des  solutions  de  la  concentra- 
tion ci-dessus.  Dans  les  cas  ou  la  liqueur  experimentee  est 
trouble,  il  sera  sage  de  provoquer  un  trouble  analogue  dans 
les  liqueurs  de  comparaison.  On  y  parvient  d'ordinaire,  sans 
modification  appreciable  de  la  concentration  ionique,  en  y 
ajoutant  quelques  gouttes  d'une  suspension  dans  I'eau  de  sulfate 
barytique  fraichement  precipite  (preparee  en  melangeant  ensemble 
2  cc.  d'une  solution  norm,  au  Vio  de  chlorure  de  baryum  et  2  cc, 
d'une  solution  norm,  au  Vio  de  sulfate  de  potassium).  Dans  la 
suite,   cette  suspension  sera  designee  simplement  par  BaS04. 

Quand  la  liqueur  experimentee  est  si  fortement  coloree  ou 
si  trouble  qu'on  se  trouve  oblige  d'ajouter  aux  liqucnirsjdc  com- 

')  Comparcz ;  .S.  I'.  I,.  Sorensen  :    I-lludcs  cn/.yinati(iues  I.   (^Ccs  luemcs  Coiniiies- 
rendus  7,    17  (1907). 
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paraison  plus  de  deux  ou  trois  gouttes  de  solution  colorante  ou 
de  suspension  de  sulfate  de  baryum,  il  faut  completer  le  volume 
de  la  liqueur  experimentee  en  ajoutant  a  celle-ci  un  nombre 
egal  de  gouttes  d'eau  ou  de  solution  peu  concentree  de  sel 
neutre  (nous  avons  emplo}'e  une  solution  norm,  au  */ioo  de  sul- 
fate de  potasse). 

II  va  sans  dire  que  dans  ces  circonstances  la  mesure  colori- 
metrique  sera  moins  nette  qu'elle  ne  Test  lorsqu'il  s'agit  de  so- 
lutions limpides  et  incolores,  et  que  plus  la  solution  en  presence 
est  fortement  coloree  ou  plus  elle  est  trouble,  plus  la  mesure 
sera  difficultueuse  et  precaire.  Quand  on  songe  en  outre, 
qu'une  addition  de  quelques  gouttes  d'eau  ou  de  solution  de 
sel  peu  concentree  n'est  guere  susceptible  de  faire  subir  a  la 
concentration  en  ions  hydrogene  de  la  liqueur  experimentee 
precisement  le  meme  changement  que  celui  auquel  donne  lieu 
I'addition  des  colorants  dans  la  teneur  en  ions  hydrogene  des 
liqueurs  de  comparaison,  on  comprend  que  nous  ayons  ici  une 
source  d'erreur  considerable.  C'est  pourquoi  il  est  absolument 
recommandable  de  choisir  les  matieres  experimentales  et,  en 
general,  de  disposer  les  experiences  de  maniere  a  operer,  autant 
que  possible,  sur  des  solutions  limpides  et  peu  colorees. 

Quant  a  la  question  de  savoir  quelle  influence  peut  avoir 
la  couleur  propre  de  la  liqueur  examinee  sur  le  degre  de  pre- 
cision de  la  methode  colorimetrique,  elle  depend  avant  tout  de 
la  nature  de  I'indicateur  employe  (ainsi  il  est  de  toute  evidence 
qu'en  ce  qui  concerne,  par  exemple,  le  mesurage  de  solutions 
jaunes,  on  se  trouve  place  dans  des  conditions  plus  favorables 
quand  on  peut  se  servir  de  phenolphtaleine,  qui  vire  d'incolore 
a  rouge,  qu'on  ne  Test  dans  le  cas  d'emploi  de  p-nitrophenol, 
dont  le  virage  est  d'incolore  a  vert  jaune);  mais  il  n'est  guere 
possible  de  se  former  d'avance  une  opinion  bien  arretee  de  la 
grandeur  de  I'erreur.  11  n'y  a  guere  ici  d'autre  moyen  que 
celui  d'entrer  dans  la  voie  que  nous  avons  constamment  suivie, 
a  savoir,  de  determiner,  en  meme  temps  qu'on  fait  la  mesure 
colorimetrique,  la  vraie  concentration  ionique,  par  le  procede 
electrometrique  applique  a  une  ou  plusieurs  des  liqueurs  ex- 
perimentees.  Les  tableaux  synoptiques  donnes  ci-dessous  (pp.  90 
a  117)  d'une  serie  de  mesures  electrometriques  et  colorimetriques 
comparees,  feront  voir  que,  tant  qu  il  n'est  question  que  de 
solutions  relativement  peu  colorees,    la   source    d'erreurs  signalee 


75 

ici    a    moins    d'importance    qu'on    n'aurait    pu    croire    de    prime 
abord. 

2^  Influence  de  sels  neutres.  Nous  avons  vu  dans  Tin- 
troduction  de  ce  memoire  qu'en  employant  la  methode  a  in- 
version du  Sucre  de  canne,  a  I'acetate  methylique  ou  a  ralcool 
diacetonique  (voir  p.  13),  il  est  necessaire  de  tenir  compte  de 
ce  qu'on  est  convenu  d'appeler  I'effet  des  sels  neutres,  pheno- 
mene  dont  on  n'a  su  donner  jusqu'ici  d'explication  theorique 
satisfaisante.  11  faut  egalement  en  tenir  compte  dans  la  me- 
thode colorimetrique;  car  la  presence  de  sels  neutres  agit  a 
des  degres  inegaux  et  peut-etre  aussi  de  fagon  differente  sur  les 
divers  indicateurs^). 

Afin  de  donner  une  idee  de  I'importance  de  cette  source 
d'erreur,  nous  allons  citer  quelques-uns  des  mesurages  que  nous 
avons  operes  en  vue  d'elucider  ce  fait  et  pour  lesquels  nous 
avons  eu  principalement  recours  a  une  addition  de  chlorure  de 
potassium  ou  de  sodium.  Ces  exemples,  comme  aussi  plusieurs 
des  essais  consignes  dans  les  tableaux  synoptiques  qui  vont 
suivre  (p.92  a  1 17),  montreront  que,  lorsque  la  concentrati  on 
du  sel  ne  depasse  pas  0,3-  a  0,5-normale  (ce  qui  corres- 
pond a  2  a  3  fois  la  teneur  en  sels  du  sang),  I'effet  des 
sels  neutres  sera,  a  la  verite,  sensible  pour  la  plupart 
des  indicateurs,  mais  pourtant  cet  effet  ne  sera  gene- 
rale  me  nt  pas  assez  grand  pour  que  les  mesuresdevien- 
nent  sans  valeur.  Ce  n'est  que  lors  de  I'emploi  du 
violet  de  methyle  et  des  indicateurs  analogues:  mau- 
veine,  violet  de  gentiane  et  vert  de  methyle,  que 
I'effet  des  sels  sera  si  considerable  qu'il  ne  faudra 
jamais  perdre  de  vue  cette  source  d'erreur s. 

Cependant,  il  va  sans  dire  que  dans  tous  les  mesurages 
precis,  et  surtout  dans  les  cas  oii  la  proportion  de  sels  dans  les 
dififerentes  liqueurs  experimentees  est  assujettie  a  de  fortes  va- 
riations —  par  exemple  dans  les  recherches  sur  I'influence  des 
sels  sur  I'allure  d'une  reaction  enzymatique  — ,  il  n'est  point 
recommandable  d'employer  le  mesurage  colorimetrique  de  la 
concentration  des  ions  hydrogcne,  a  moins  d'avoir,  au  mo\cii 
d'une  serio  de  mesures  colorimetriques    et  electrometriques  com- 

*)  Comparez :  Bohdan  von  Szyskowski  (Zeitschr.  physik.  Cheiiiic  58,  420 
(1907))  et  Lcnnor  Michaelis  elFelerRona  (Zeilschr.  fiir  Elektiochcmic 
14,   251    C1908;). 
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parees,    determine    Teffet    des  sels  neutres  exerce  sur  I'indicateur 

en  question  par  le  sel   meme  qu'on  se  propose  d'utiliser  dans  les 

experiences. 

On  avait  a  examiner  trois  solutions  dont  I'une  (A)  etait  un 
acide  chlorhydrique  pur  norm,  au  ^/loo,  tandis  que  les  deux  autres, 
tout  en  etant  constituees  par  de  I'acide  chlorhydrique  de  la  meme 
normalite,  contenaient  en  meme  temps  du  chlorure  de  potassium  en 
proportion  telle  que  la  concentration  des  chlorures  etait  respective- 
ment  o,i-n.  (B)  et  0,3-n.   (C). 


Methode  de   mesurage  employee 


Valeur  de  ]">+   dans 
'  H 


Trouve  par  calcul  ^) 

Mesurage  electrometri<|ue 

Mesurages  colorimetriques   au  moyen  de 

Violet  de   meihyle 

Mauveine 

Violet  de  gentiane 

Vert  de  methyle 

Acide  diphenylamino-azo-jiarabeiizenesulfonique  (tro- 
peoline  00) 

Jaune  de   metanine  extra 

Diphenylamino-azobenzene 

Benzylanilino-azo-benzene 


2.06 
2.05 

1.91 
I.91 
1.89 
1.82 

2.02 
2.04 
2.04 
2.02 


II  ressort  nettement  de  ce  tableau  que,  d'un  cote,  les  valeurs 
calculees  s'accordent  aussi  bien  avec  les  valeurs  electrometriques 
qu'avec  celles  trouvees  colorimetriquement  a  I'aide  des  quatre  der- 
niers  indicateurs,  —  et  de  I'autre  cote,  que  les  quatre  premiers 
indicateurs  ne  donnent  des  resultats  exacts  que  dans  la  mesure  de 
la  solution  B,  oil  la  concentration  des  chlorures  (o,  i-n)  est  la  meme 
que  dans  les  melanges  de  glycocolle  utilises  comme  liqueurs  de 
comparaison^). 


D'apres  Arrhenius  (Zeitschr.  physik.  Chemie  31,  204  (1899));  voir  p.  23. 
Pour  de  plus  fortes  concentrations  de  sels,  I'erreur  devient  naturellement 
plus  grande  encore,  et,  entre  les  valeurs  trouvees  avec  des  indicateurs  tels 
que  les  quatre  derniers,  et  celles  obtenues  par  voie  electroinetrique,  la  con- 
cordance n'est  cgalement  pas  aussi  bonne  que  precedemment.  Cependanl. 
pour  de  fortes  concentrations  de  sels,  les  choses  se  coinpliquent;  car  entre 
les  valeurs  obtenues  par  electrometrie  et  celles  calculees  de  la  maniere  de- 
crite  precedemment,  nous  n'avons  pas  non  plus  trouve  d'accord  pour  des 
concentrations  de  sels  suffisamment  fortes. 

C'est  ainsi  (|ue  le  mesurage  electrometrique  d'un  acide  chlorhydrique 
norm,  au  Vioo,  renfermant  du  chlorure  de  potassium  et  ayant  une  concen- 
tration normale  de  chlorure,   donna  .t  : — 0,4526,  correspondant  ii  5  p+  -—  1,99- 
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Citons  enfin  quelques  mesures  de  melanges  assez  riches  en 
sels  et  appartenant  a  d'autres  domaines  de  concentration  ionique. 

a)  Dans  150  cc.  de  melange  de  phosphates  (correspondant  a 
«icc^5  de  phosph,  sec.  -t-  S'^'^^s  de  phosph.  prim.»)  on  fit  dissoudre 
4?'',4  de  chlorure  sodique  pur,  de  fagon  que  la  solution  devint  0,5 
normale  par  rapport  k  ce  sel. 

Le  mesurage  electrometrique  donna 

n  =  0,6636;  p+  =  5,65   (env.  0,56  sec). 

Le  mesurage  colorimetrique  donna 

avec    acide  a-naphtylamino-azo-parabenz6nesulfonique  p+  =  5,55 

—  p-nitrophenol 5,81 

—  acide  alizarinesulfonique 5,91 

b)  Dans  150  cc.  de  melange  de  phosphates  (correspondant  a 
«6<^<^,5  de  phosph.  sec.  +  3 '^'^,5  de  phosph.  prim.»)  furent  dissous 
comme  ci-dessus  4SS4  de  chlorure  sodique  (0,5  n.  NaCl). 

Le  mesurage  electrometrique  donna 

TT  =  0,7222;  p+  =  6,66  (4,0  sec.) 

Le  mesurage  colorimetrique  donna 

avec  p-nitrophenol Pit  ^^  ^'^° 

—  acide  rosolique 6,72 

—  rouge  neutre 6,57 

c)  Dans  150  cc.  de  melange  de  borates  (correspondant  a  «6  cc. 
de  borate  -t~  4  cc.  de  HC1»)  furent  dissous  comme  ci-dessus  4^S4 
de  chlorure  sodique  (0,5  n.  NaCl). 

Le  mesurage  electrometrique  donna 

jt  =  0,8006 •,  p+  =  8,02   (5,6  de  borate  +  HCl) 

Le  mesurage  colorimetrique  donna 

avec   acide    a-naphtol-azo-parabenz^nesulfonique   1   d+  =^  8  14 

(Tropeoline  000  n°  i) i      " 

—     phenolphtaleine 8,14 

3)  Influence  du  toluene  ou  du  ch  lore  for  me.  Ainsi 
qu'il  a  deja  ete  dit,  on  se  sert  souvent  dans  les  recherches  en- 
zymatiques  de  toluene,  de  chloroforme  ou  d'autres  antiseptiques. 
Par  consequent,  il  iniporte  de  savoir  si  i'lndicateur  employe  en 
est  influence    ou    non    dans  le    mesurage  colorimetrique.     Je  vais 

tandis  que  la  valcur  calciilc'e  de  p+  i.";!  de  2,10,  ct  dans  le  mesurage  d'un 
acide  chlorliydriijue  i(lenti(|ue,  mais  dont  la  concentration  totale  de  chlo- 
rure etail  3  norm,  Ic  desaccord  Llait  encore  ])lus  fra])])ani :  le  mesurage  elcc- 
tromc'triiiue    donna    .t        0,4382,    correspondant    a   p+        1,74,     alors    que    la 

valeur  calcuk-e  de  1)+   e-t   de   2,2;. 
'11  -^ 
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donner  quelques  exemples  de  la  maniere  dont  se  comportent  les 
indicateurs  sous  ce  rapport. 

On  a  mesure  une  assez  grande  quantite  du  melange  de  glyco- 
colle  «7  cc.  de  glycocolle  +  3  cc.  de  HCl»;  une  partie  (A)  fut 
udlisee  telle  quelle,  une  autre  partie  (B)  fut  secouee  avec  un  exces 
de  toluene,  qu'on  separa  ensuite  par  filtration ;  enfin,  une  troisieme 
portion  (C)  fut  traitee  de  la  meme  maniere  au  chloroforme. 

A,  B  et  C  furent  mesures  colorimetriquement  avec  des  melanges 
de  glycocolle  et  d'acide  chlorhydrique  comme  liqueurs  de  compa- 
raison  et  avec  des  indicateurs  presentant  un  bon  virage  a  la  con- 
centration ionique  en  question  (p+   —  2,61). 

Avec  le  violet  de  methyle,  A,  B  et  C  se  pla^aient  tous 
trois  franchement  entre  6,5  et  7,5  glycocolle  -H  HCl  et  sans  qu'on 
put  apercevoir  aucune  difference  entre  eux;  tandis  cju'une  addition 
a  B  de  quelques  gouttes  de  toluene,  suivie  d'une  bonne  agitation, 
n'afifecta  de  fa(;on  appreciable  ni  I'intensite  ni  la  nuance  de  la  cou- 
leur;  la  matiere  colorante  put  etre  pour  ainsi  dire  completement 
extraite  de  C  en  le  secouant  apr^s  I'addition  de  quelques  gouttes  de 
chloroforme,  qui  prirent  une  teinte  violette.  (Ceci  se  produit  aussi 
pour  des  acidites  beaucoup  plus  fortes;  I'addition  de  quelques  gouttes 
de  violet  de  methyle  a  I'acide  chlorhydrique  normal  colore  la  solu- 
tion en  vert  jaune;  mais  elle  ne  tarde  pas  a  se  decolorer  presque 
enti^rement-,  si  alors  on  secoue  avec  un  peu  de  chloroforme,  ce 
dernier  se  colore  nettement  en  violet). 

La  mauveine  se  comportait  tout  a  fait  comme  le  violet  de 
methyle. 

Benzylanilino-azo-benzene:  A  se  platrait  naturellement 
comme  7  glycocolle  +  HCl,  mais  B  comme  7,8  glycocolle  -f-  HCl 
et  C  comme  8,3  glycocolle  +  HCl.  En  secouant  B  et  C  avec 
quelques  gouttes  respectivement  de  toluene  ou  de  chloroforme ,  on 
arriva  a  extraire  la  presque  totalite  de  la  matiere  colorante,  qui  s'etait 
coloree  en  jaune. 

Avec  acidebenzylanilino-azo-parabenzenesulfonique, 
A,  B  et  C  se  pla(.;aient  tous  de  meme  et  tres  nettement  entre  6,5 
et  7,5  glycocolle  +  HCl;  une  addition  ulterieure  a  B  et  C  de  quel- 
quel  gouttes  de  toluene  ou  de  chloroforme  n'y  changea  rien. 

11  resulte  de  ces  petits  essais,  qu'en  employ  ant  le  violet 
de  methyle,  la  mauveine  ou  a  u  tres  indicateurs  sem- 
blables,  on  peut,  sans  gener  la  precision  de  lamesure 
colorimetrique,  se  servir  de  solutions  chargees  de 
toluene,  tandis  que  lorsqu'on  fait  usage  du  chloroforme,  il  faut 
user  de  precaution. 

Les  deux  autres  indicateurs  precedemment  employes  sont 
des  representants  typiques  des  indicateurs  appartenant  au  groupe 
azoique  et  qui  vis-a-vis  du  toluene  et  du  chloroforme  se  comportent 
comme  ceux-la.      Si  les  indicateurs    acides  de  ce  groupe 
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ne  subissent  pas  du  tout  Taction  du  toluene  ou  celle 
du  chloro forme,  les  indicateurs  basiques  sont  tout  a 
fait  inutilisables  dans  des  solutions  chargees  de  I'un 
de  ces  deux  antiseptiques. 

Citons  ici  quelques  petits  essais  executes  tout  a  fait  de  la  meme 
manidre  que  ci-dessus  et  qui  peuvent  servir  d'exemples  de  la  maniere 
dent  se  comportent  certains  autres  groupes  d'indicateurs  dans  d'autres 
domaines  de  la  concentration  des  ions  hydrogene. 

a.  Employe  « Citrate  pur»  sans  toluene  ni  chlorofornie  (A), 
avec  toluene  (B)  et  avec  chloroforme  (C). 

Avec  a-naphtylamino-axo-benz^ne,  B  et  C  se  rappro- 
chaient  un  peu  plus  du  cote  alcalin  que  ne  le  faisait  A ,  et  la 
matiere  colorante  pouvait  etre  extraite  en  totalite  par  addition  de 
toluene  ou  de  chloroforme. 

Avec  acide  a-naphtylamino-azo-parabenzenesultoni- 
que,  A,  B  et  C  n'accusaient  pas  de  difference. 

b.  Employe  le  melange  de  phosphates  « i  cc.  de  phosphate 
sec.  +  9  cc.  de  phosphate  prim.». 

Le  p-nitrophenol  et  I'acide  alizarine-sul  fonique  pa- 
raissaient  insensibles  a  Taction  du  toluene  et  du  chloroforme. 

c.  Employe  le  melange  de  phosphates  «6  cc.  de  phosphate 
sec.  +  4  cc.  de  phosphate  prim.». 

Ni  I'azolithmine  ni  I'acide  rosolique  ne  semblaient  etre 
influences  d'une  fac^on  sensible  par  le  toluene  ou  par  le  chloroforme, 
pas  plus  que  I'emploi  du  rouge  neutre  n'accusait  aucune  difference 
nette  dans  le  mesurage  colorimetricjue  de  A,  B  et  C  (signification 
comme  ci-dessus);  mais  un  petit  exc^s  de  toluene  ou  de 
chloroforme  enleva  de  fortes  proportions  du  rouge  neutre. 

d.  Employe  le  melange   «6'=^,5   de  borate  +  3  ""^,5   HC1». 

Ni  I'acide  a-napthol-azo-parabenz^nesul fonique  ni  la 
phenolph  taleine,  ne  semblaient  etre  influences  par  le  toluene,  ni 
par  le  chloroforme. 

4.  Modifications  de  I'intensite  ou  de  la  nuance 
de  la  couleur  indicatrice.  Nous  avons  vu  (voir  p.  70)  que 
dans  le  mesurage  colorimetrique  il  peut  parfois  etre  pratique 
d'intercaler  a  des  endroits  convenables  de  nouvelles  liqueurs  de 
comparaison;  mais  il  va  dc  soi  que  cela  ne  peut  se  faire 
qu'a  une  seule  condition,  c'est  que  I'intensite  et  la  nuance  de 
la  couleur  indicatrice  demeurent  invariables  pendant  le  laps  de 
temps  dent  il  est  question  dans  de  pareils  mesurages.  Cepen- 
dant,  comme  il  n'en  est  pas  toujours  ainsi,  et  qu'on  doit  en 
general  considerer  comme  un  inconvenient  que  la  couleur  indi- 
catrice change  avec  le  temps,  je  vais  mentionner  bricvement  ici 
quelques  faits  qui  out  une   influence  sous  ce  rapport. 

Si    Ton    ajoute    quelques    gouttes  de  violet  dc  meth\le  a 
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de  I'acide  chlorhydrique  norm,  au  Vio,  ce  dernier  se  colorera  en 
vert  avec  un  reflet  bleuatre  tres  leger;  mais  I'intensite  de  cette 
couleur  s'affaiblit  a  la  longue,  de  meme  que  la  nuance  subit 
aussi  une  modification.  Deja  au  bout  dun  quart  d'heure, 
I'affaiblissement  est  bien  net,  et  apres  une  heure  la  solution  est 
presque  incolore.  Plus  la  solution  etudiee  est  acide,  plus  la 
couleur  s'affaiblira  rapidement;  aussi,  lors  de  I'emploi  de  cet 
indicateur  et  des  reactifs  analogues:  mauveine,  violet  de  gentiane 
et  vert  de  methyle,  qui  se  comportent  de  meme,  importe-t-il 
d'operer  assez  rapidement  et,  notamment,  d'avoir  soin  que  I'ad- 
dition  de  I'indicateur  ait  lieu,  autant  que  possible,  simultanement 
aux  liqueurs  experimentees  et  a  celles  de  comparaison. 

La  modification  de  couleur  est  due  a  ce  fait  que  la  trans- 
position moleculaire,  qui  chez  ces  indicateurs  est  cause  du 
virage^),  ne  se  fait  pas  instantanement,  mais  avec  une  vitesse 
dependant  essentiellement  de  la  concentration  ionique.  C'est  la 
un  fait  qui  a  une  importance  assez  considerable;  car,  pourvu 
que  I'indicateur  ait  ete  ajoute  simultanement  aux  liqueurs  ex- 
perimentee  et  de  comparaison,  il  s'ensuit  que  les  mesures  peu- 
vent  tres  bien  s'operer  avec  precision,  non  seulement  immediate- 
ment  apres  I'addition  de  I'indicateur,  mais  aussi  apres  un  certain 
laps  de  temps,  parce  que  le  changement  de  couleur  marche 
parallelement  a  la  concentration  des  ions  hydrogene  de  la  solu- 
tion consideree,  de  sorte  que  I'ordre  dans  lequel  les  solutions 
peuvent  etre  rangees  n'en  sera  pas  touche.  Qu'il  en  est  reelle- 
ment  ainsi,  c'est  ce  qu'on  observe  facilement  aussitot  qu'on  fait 
une  mesure  avec  un  des  indicateurs  dont  il  est  question  ici,  et 
c'est  pourquoi  le  grand  inconvenient  occasionne  dans 
d'autres  conditions  par  la  modification  de  la  couleur 
indicatrice,  a  moins  d'im  porta  nee  pour  ce  qui  con- 
cerne  ces  indicateurs. 

II  en  est  tout  autrement  lorsqu'il  s'agit  d'indicateurs  tels  que 
la  pyrogallol-phtaleine,  le  «Azosaureblau»  etlachrysa- 
mine  G,    dont   les    modifications    de  couleur  qu'ils  subissent  par 

^)  Que  la  modification  de  teinte  ne  tienne  pas,  par  exemple,  a  une  decompobi- 
tion  de  la  maticre  coloranle,  c'est  ce  qui  appert  de  ce  fait  qu'une  solution, 
par  exemple,  d'acide  chlorhydrique  normal  et  de  violet  de  methyle  com- 
pletement  decoloree  par  abandon  et  dans  laquelle  on  neutralise  alors  I'acide 
chlorhydrique  (ce  qui  se  fait  le  mieux  au  moyen  d'un  petit  deficit  de  les- 
sive  de  soude  suivi  d'un  peu  de  glycocolle)  redevient  petit  a  petit  violetle, 
parce  que  la  transposition   suit   maintenant  la  voie   inverse. 


abandon  dependent  non  seulement  de  la  concentration  des  ions 
hydrogene,  mais  aussi  de  certains  autres  facteurs,  de  sorte  que 
la  Vitesse,  par  exemple,  avec  laquelle  la  modification  s'opere, 
est  differente  dans  les  differentes  sortes  de  melanges  de  compa- 
raison,  meme  si  la  concentration  des  ions  hydrogene  est  la  meme; 
de  pareils  indicateurs  doivent  etre  qualifies  d'inutilisables  pour 
le  but  envisage  ici. 

Dans  les  cas  ou  I'indicateur  est  tres  difficilement  soluble 
dans  I'eau,  une  modification  de  couleur  pent  survenir  par  suite 
d'une  precipitation  partielle  de  I'indicateur.  Pour  faire  usage  de 
ce  genre  d'indicateurs,  on  les  fait  dissoudre  prealablement  dans 
de  I'alcool  convenablement  etendu ,  ce  qui  donne  deja  lieu  a 
une  source  d'erreurs;  car  il  est  peu  probable  que  la  concentra- 
tion ionique  des  liqueurs,  experimentee  et  de  comparaison  soit 
egalement  modifiee  par  I'addition  de  la  solution  alcoolique  indi- 
catrice.  Toutefois,  vu  qu'il  ne  s'agit  que  de  I'emploi  de  quel- 
ques  gouttes  de  celleci,  cette  source  d'erreurs  n'aura  guere 
d'importance;  ce  qui  constitue  un  inconvenient  de  beaucoup  plus 
essentiel,  c'est  le  fait  indique  plus  haut:  que  les  indicateurs 
difficilement  solubles  dans  I'eau  se  precipitent  apres  un  temps 
plus  ou  moins  long. 

C'est  sinsi  que,  d'un  cote,  les  indicateurs  acides  appar- 
tenant  au  groupe  azoique  (par  ex.  i'acide  diphenylamino-azo- 
parabenzenesulfonique  (tropeoline  oo))  peuvent  generalement 
etre  employes  sous  forme  de  solutions  aqueuses  et 
donner  des  teintes  dont  I'intensite  et  la  nuance  ne 
changent  pas  meme  du  jour  au  lendemain,  tandis  que, 
de  I'autre  cote,  les  indicateurs  basiques  de  ce  groupe  (par 
ex.  le  diphenylamino-azo-benzene)  doivent  etre  utilises  a 
I'etat  de  solutions  alcooliques  et  que  la  couleur  pro- 
voquee  diminue  d'intensite  par  abandon,  parce  que  la 
matiere  colorante  se  precipite  peu  a  peu.  Plus  I'in- 
dicateur est  de  composition  complexe,  plus  il  est  generalement 
difficilement  soluble  dans  I'eau,  et  plus  cette  source  d'erreurs  se 
fera  par  consequent  sentir. 

Comme  un  autre  exemple,  nous  pouvons  citer  ([ue,  s'il  est 
necessaire  d'employer  une  solution  alcoolique  de  phenolphta- 
leine,  il  n'en  est  pas  moins  vrai  (jue  cet  indicateur  nest  pas 
assez  difficilement  soluble  dans  I'eau  pour  que  les  petites  doses 
qui  entrent  en  jeu  clans  un  mcsurage    colorim^triquo   se    precipi- 
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tent.  Par  centre,  nous  rencontrons  cet  inconvenient  lorsque  nous 
faisons  emploi  de  I'indicateur  analogue,  excellent  d'ailleurs,  la 
thymolphtaleine,  dont  I'utilisation  exige,  par  suite,  qu'on 
opere  aussi  vite  que  possible. 

5.  Influence  des  proteines  et  de  leurs  produits  de 
desagregation.  Ce  qui  est  d'une  importance  beaucoup  plus 
grande  pour  la  mesure  colorimetrique  que  les  inconvenients  signales 
jusqu'ici,  c'est  le  fait  que  les  proteines  naturelles  et  leurs 
produits  de  scission  les  moins  desagreges  rendent 
souvent  penible  ou  meme  impossible  la  mesure  colori- 
metrique. Cela  tient  probablement,  d'une  part,  a  ce  que  les 
substances  proteiques  aussi  bien  qu'un  grand  nombre  des  indi- 
cateurs  les  plus  complexes,  sont  de  nature  coUoidale  et,  d'autre 
part,  au  caractere  amphotere  des  proteines,  lequel  determine 
leur  faculte  de  s'unir  tant  a  des  matieres  colorantes  acides  qua 
des  colorants  basiques.  De  pareilles  combinaisons  dune  proteine 
et  dun  indicateur  se  precipitent  quelque  fois;  mais  meme  si  la 
combinaison  demeure  dissoute  —  probablement  a  I'etat  colloidal  — , 
elle  presente  generalement  une  teinte  particuliere,  qui  a  pour 
effet  que  la  mesure  colorimetrique  devient  incertaine  ou  sans 
valeur  aucune. 

Le  fait  que  nous  venons  de  signaler  est  d'une  importance 
tres  inegale  pour  les  differents  groupes  d'indicateurs.  LevMolet 
de  methyle  et  les  indicateurs  analogues  ne  sont  in- 
fluences qu'a  un  degre  moindre  meme  par  les  pro- 
teines naturelles,  tandis  que  les  nombreux  indicateurs 
du  groupe  azoique  sont  presque  tons  inutilisables 
lorsqu'ils  sont  en  presence  de  quantites  tant  soit 
peu  grandes  de  proteines  de  nature  colloidale  tres 
prononcee.  Ici  encore,  il  est  interessant  de  noter  que  ce  sont 
les  indicateurs  les  moins  complexes  du  groupe  azoique  qui  don- 
nent  lieu  a  la  moindre  erreur  dans  la  mesure  colorimetrique:  dans 
le  cas  oili  la  liqueur  experimentee  ne  renferme  pas  de 
proteines  naturelles  mais  des  proteines  partiellement 
desagregees,  soit  par  une  digestion  pepsique  ou  autrement, 
les  indicateurs  peu  complexes  du  groupe  azoique 
peuvent  souvent  meme  donner  des  mesures  parfaite- 
ment  sures,  alors  que  les  indicateurs  plus  compliques, 
par  exemple  le  rouge  Congo,  sont  encore  ici  sans 
aucune  valeur. 
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Vu  I'extreme  importance  que  ces  faits  presentent  evidem- 
ment  pour  le  choix  d'indicateurs  dans  difierentes  conditions, 
nous  donnerons  quelques  series  d'experiences  qui  mieux  qu'une 
longue  explication   pourront  eclaircir  cet  etat  de  choses. 

a)  On  avait  a  mesurer  une  solution  de  sucre  et  d'invertine, 
laquelle  renfermait,  comme  tampon,  un  peu  du  melange  de  glyco- 
coUe   «8  CO.  glycocolle  +  2  cc.  HC1». 

Par  mesure  electrometricjue  on  obtint p+  =  3,70 

Une  mesure  colorimetrique  donna 

avec  dimethylanilino-azo-benzene P^  ^  3>74 

■ —    acide    dlmethylanilino-azo-parabenzenesulfo- 

nique p+  =  3,68 

—  rouge   Congo Ph  ^^  3'^° 

On  voit  done  tjue  dans  ce  cas,  oii  il  n'y  a  qu'une  faible  pro- 
portion de  proteine,  le  rouge  Congo  se  laisse  encore  employer  comme 
indicateur. 

b)  On  avait  a  mesurer  une  solution  de  gelatine  a  2  *^/o  legere- 
ment  acidulee  au  moyen  d'acide  chlorhydrique. 

Par  mesure  electrometrique  on  obtint Ph  ~  3'^° 

Une  mesure  colorimetrique  donna 

avec   dimethylanilino-azo-benzene Ph  —  3'57 

—  acide    dimethylanilino-azo-parabenzenesulfo- 

nique p+  ^  3,61 

—  rouge  Congo p+    -^  5.60^) 

Ces  chiffres  montrent,  premierement,  c^ue  le  concentration  ionicpie 
de  la  solution  examinee  se  trouve  dans  les  limites  de  celles  aux- 
([uelles  le  rouge  Congo  vire  nettement  (p+  =  en  v.  3 — env,  5),  et,  en 
second  lieu  que,  malgre  cela,  le  mesurage  colorimetrique  avec  cet 
indicateur  a  donne  un  resultat  errone.  Si  Ton  ajoute  une  dose  suf- 
fisante  d'acide  a  une  solution  telle  ([ue  celle  en  (juestion,  cette 
derni^re  pourra  naturellement  avec  le  rouge  Congo  donner  la  cou- 
leur  de  virage  de  cet  indicateur;  mais,  ainsi  (pie  le  montrent  les  series 
d'experiences  suivantes,  le  virage  ne  se  produit  que  lorsc]u'on  aura 
ajoute   une    dose   d'acide    suftisante   pour   cjue   la  concentration  reelle 


*)  Par  la  designation  p+->  (par  ex.)  5,60,  nous  ex])rimons  que,  .idditionnee  de 
I'indicatcur  en  (|uesiion,  la  liijueur  ex]ierimentce  |)renait  une  leinte  siluee  a 
la  limiie  ou  en  dehors  de  la  coulcur  de  virat^e  cle  I'indicateur,  de  sortc 
•  [u'unc  mesure  precise  n'etail  ]>lus  possible.  Dans  le  cas  parliculier  precite, 
la  licjueur  experimenlee  addilionnee  de  rouge  Congo  devenait  rouge  orange, 
teinlc  correspondant  approximativeincnt  au  melange  de  comparais^n  0,5  sec. 
qui  a  sa  place  dans  la  jiartie  alcalinc  extrcnie  de  la  zone  de  virage  de  cet 
indicateur.       Une    <lcsignation    analogue    sera   employee  souveni  dans  la   suite. 

6* 
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en  ions  hydrogene  de  la  solution  soit  de  beaucoup  superieure  a 
celle  qui  correspond  a  la  zone  de  meilleur  virage  du  rouge  Congo '^j. 
c,  d  et  e)  On  avait  a  mesurer  trois  solutions,  a  savoir  c)  une 
solution  de  gelatine  a  env.  2  ^/o  legerement  acidulee  au  moyen  d'acide 
chlorhydrique;  d)  une  solution  a  env.  2  %  de  peptone  Witte  acidulee 
au  moyen  d'acide  sulfuriejue ;  e)  une  solution  a  env.  2  ^/o  de  blanc 
d'oeuf  de  poule  naturel  et  acidulee  au  moyen  d'acide  chlorhydrique-). 
Les  resultats  des  mesures  se  trouvent  reunis  dans  le  tableau  ci-apr^s. 


Methodes  de  mesurage  employees 


Valeur  de  p+  dans 


Mesurage  electrometrique 

Mesurage  colorimetrique  avec  violet  de   methyle  .  . 
avec  mauveine 

—  anilino-azo-benzene 

—  acide  anilino-azo-parabenzenesulfonique 

—  benzylanilino-azo-benzene    

—  acide  benzylanilino-azo-parabenzenesulfonique 

—  rouge   Congo 


2.56 

2.59 

2.49 

2.61 

2.55 

2-53 

2.58 

2.52 

2.50 

2.65 

2.61 

2.S0 

2.61 

2.68 

307 

2.53 

2.57 

>3-34 

2.69 

2.83 

>3.68 

3-50 

3-99 

>  5-3° 

II  ressort  de  ces  series  d'experiences,  en  premier  lieu,  que  le 
rouge  Congo,  ainsi  qu'il  a  ete  dit  plus  haut,  ne  peut  point  servir 
pour  les  mesures  de  ce  genre.  On  voit,  de  plus,  que  les  autres 
indicateurs  du  groupe  azoique  sont  bien  inutilisables  en  presence  de 
proteines  naturelles,  mais  qu'on  peut  s'en  servir  lorsqu'il  s'agit  de 
solutions  de  proteines  fortement  demolies.  En  outre,  ces  experiences 
montrent  que  I'erreur  est  moindre  pour   les   indicateurs  basiques  que 


■"•)  A  ce  propos,  j'ai  a  signaler  ce  fait  qu'aux  tilrages  usuels,  par  exemple  du 
contenu  d'un  estomac ,  on  ne  doll  pas  non  plus  se  servir  du  rouge  Congo 
comme  indicateur.  Deja  dans  notre  introduction,  nous  avons  vu  (voir  p.  9) 
qu'en  faisant  un  titrage  ordinaire,  on  determine  la  proportion  d'acide  que 
renferme  la  solution  au  dela  de  la  quantite  necessaire  pour  lui  donner  une 
concentration  en  ions  hydrogene  qui  corresponde  au  point  de  virage  de 
r indicateur  mis  en  jeu.  II  est  a  noter  cependant,  qu'un  pareil  titrage 
devient  tout  a  fait  illusoire  lorsque  ,  pous  manifester  le  virage,  I'indicateur 
exige  des  concentrations  ioniques  varices  suivant  que  la  solution  a  une  plus 
ou  moins  grande  teneur  en  matieres  proteiques. 

C'est  ainsi  que  le  sue  gastrique  pur  peut,  sans  erreur  appreciable,  etre 
titre  avec  le  rouge  Congo  comme  indicateur,  tandis  que,-  d'un  autre  cote,  des 
aliments  en  cours  de  digestion  ne  pourront  jamais  etre  titres  avec  precision 
de  cette  maniere,  et  I'erreur  sera  d'autant  plus  grande  que  la  quantite  de 
proteines  sera  plus  forte  et  que  la  digestion  sera  moins  avancee  (comparez 
les  liqueurs  experimentees  c,  d  et  e). 

*)  On  compte  fjue  le  blanc  d'un  reuf  contient   12  "'/o  de  proteine. 


pour  les  indicateurs  acides,  de  meme  que,  d'une  fa^on  generale,  elle  est 
moindre  pour  les  anilino-azo-benzenes  et  pour  les  acides  anilino-azo- 
parabenz^nesulfoniques  que  pour  les  derives  benzyles  correspondants 
et  de  constitution  plus  compliquee.  Parmi  les  indicateurs  employes, 
les  seuls  qui  dans  tous  les  cas  ont  donne  de  bons  resultats  sont  le 
violet  de  methyle  et  la  mauveine. 

Les  mesures  reunies  dans  le  tableau  qui  suit,  se  rapportent  a  un 
autre  domaine  de  concentration  ionique. 

f,  g,  h  et  i)  On  avait  a  mesurer  quatre  solutions :  f)  une  solu- 
tion de  Sucre  et  d'invertine,  laquelle  renfermait  comme  tampon  le 
melange  de  citrate  «6  cc.  citrate  +  4  cc.  NaOH»  ;  g)  une  solution 
de  gelatine  a  env.  2  "^/o  faiblement  acidulee  au  moyen  d'acide  chlor- 
hydrique;  h)  une  solution  de  peptone  Witte  a  env.  2^/0  acidulee 
de  la  meme  maniere,  et  i)  une  solution  a  2  ^/o  de  blanc  d'ceuf  de 
poule  naturel  acidulee  de  la  meme  maniere  que  les  deux  precedentes. 


Methodes  de  mesurage  employees 


Valeur  de  p+   dans 


Mesure  electrometrique 

Mesure  colorimetrique 

avec  a-naphtylamino-azo-benzene 

—  acide  a- naphtylamino -azo -paraben- 
zene-sulfonique 

—  acide  alizarinesulfonique 

—  lacmoide 

—  p-nitrophenol 


5.69 


5.66 
5.85 
5-75 

5-75 


4.9S 
4-99 

4-97 
5-97 


4.92 

4.96 

4.96 
5-75 


pas  mesiirable-') 


5-34 
5-31 

5.07 
5.61 

5-39 


II  ressort  de  ce  tableau  C]ue,  d'accord  avec  les  resultats  indiques 
precedemment,  les  indicateurs  du  groupe  azoique  employes  dans  ces 
series  d' experiences  sont  bien  utilisables  dans  les  solutions  de  gela- 
tine et  de  peptone  Witte,  mais  qu'ils  ne  le  sont  guere  pour  celles 
de  proteines  naturelles.  On  voit  de  plus  que  ni  I'acide  alizarine- 
sulfonique^) ni  le  lacmoide,  ne  peuvent  servir  pour  le  mesu- 
rage colorimetrique  de  solutions  telles  que  celles  dont  il  est  ijuestion 
ici.     Enfin,   la  derniere  serie  d'experiences  (i)  montre  que  rintlicateur 

'•)  Par  I'expression  «pas  rnesurable»  nous  designons  ici  et  dans  la  suite,  qu'a 
Taddition  de  I'indicateur  la  liqueur  experimentee  a  pris  des  teintes  parti- 
culeres  telles  qu'il  s'est  trouve  impossible  de  les  ranger  ]iariTii  celles  des 
liqueurs  de  comparaison. 

')  En  renvoyant,  d'ailleurs,  a  ce  (jue  j'ai  dit  dans  I'introduction  de  ce  memoire 
(voir  p.  16),  j'ajouterai  ici  sculement  que  tant  le  rouge  Congo  que 
I'acide  alizarinesulfonique,  se  trouvent  parmi  les  indicateurs  parti- 
culierement  reconimandcs  dans  le  memoire  jirincipal  de  Sal  in  (^Zeitschr. 
physik.  Chemie   57,    471    (1906),   Tabellc  der  Farbenumschliige   II). 
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p-nitrophenol  peut  bien  etre  employe  pour  les  mesurages  colori- 
metriques  meme  de  solutions  renfermant  des  proteines  naturelles. 
Voici  une  serie  de  mesures  effectuees  a  1  aide  de  cet  indicateur  ex- 
cellent et  de  composition  tres  simple: 

Valeur  de  p+  trouvee  par  mesurage 

Solution  mesuree  electrometrique  colorimetrique  avec 

le  p-nitrophenoI 

Solution  de  sucre    et  d'invertine  avec 

melange  de  citrates  comme  tampon  5,69  5,75 

Solution  de  gelatine  a  2  *^/o  renfermant 

des  phosphates 5,65  5,68 

Solution  semblable  de  gelatine 6,22  6,ig 

—  —  —      6,87  6,88 

Solution  a  env.  2  *','o  de  peptone  Witte 

additionnee     dun    peu    de    NaOH 

norm,  au  ^/lo 6,64  6,65 

Solution    de    blanc    d'lcuf    de    poule 

partiellement  digeree  a  la  pepsine.  6,06  6,10 

Solution  a  env.  2*^/0    de   blanc    d'oeuf 

de    poule    naturel    faiblement  chlor- 

hydrique 5.34  5-39 

Solution  semblable  de  blanc  d'ceuf.  .  6,26  6,27 

Nous  allons  decrire  ici  un  peu  plus  en  detail  un  petit  essai 
facile  a  faire  et  qui  est  assez  instructif  a  plusieurs  points  de  vue. 

Melangeons  40  cc.  d'une  solution  a  0,5*^/0  de  blanc  d  oeuf  de 
poule  naturel  avec  10  cc.  d'acide  chlorhydrique  normal.  Si  alors, 
immediate ment  apres  le  melange,  on  ajoute  1 'indicateur  acide 
diphenylamino-azo-parabenzenesulfonique  (Tropeoline  00), 
on  verra  la  liqueur  prendre  une  couleur  rouge,  couleur  qui  cepen- 
dant  ne  tardera  pas  a  changer  et  a  passer  petit  a  petit,  dans  le 
courant  d'une  heure  environ,  a  une  teinte  franchement  jaune.  Ce 
changement  de  couleur  n'est  pas  du  a  une  modification  sensible  de 
la  concentration  des  ions  hydrogene,  pas  plus  qu'a  ce  fait  que  le 
blanc  d'ceuf  naturel  s'unit  peu  a  peu  a  la  matiere  colorante:  la 
cause  en  est  la  formation  d'acidalbumine,  qui  absorbe  I'indicateur 
avec  une  avidite  encore  plus  grande  que  ne  le  fait  la  proteine 
naturelle.  Aussi  peut-on  voir  qu'apres  quelque  temps  d'abandon,  la 
solution  de  blanc  d'auf  chlorhydrique  devient  instantanement  jaune 
quand  on  y  ajoute  de  la  tropeoline  00.  II  est  assez  curieux  que  de 
cette  fa<;on  simple  on  puisse  suivre  d'etape  en  etape  la 
marche  de  la  formation  d'acidalbumine. 

Si  immediatement  apres  sa  preparation,  on  ajoute  a 
une  solution  chlorhydrique  de  blanc  d'oeuf  telle  que  celle  indiquee 
precedemment,  une  petite  portion  de  solution  bouillie  de  pepsine,  le 
phenomene  decrit  prendra  la  meme  allure  que  ci-dessus;  mais  il  n'en 
est  plus  de  meme  si  Ton  ajoute  un  peu  de  solution  pepsique  non 
bouillie  et,  par  suite,  proteolytiquement  active.  La  formation  d'acid- 
albumine aura  lieu  progressivement  de  la  meme  fa(,on  (ju'auparavant; 
mais    en    meme  temjis    la    pepsine,    deja    a    la    temperature    ordinaire, 
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scindera  I'acidalbumine  produite  pour  former  des  composes  moins 
compliques  et  qui  ne  fixeront  guere  I'indicateur  en  jeu.  Par  conse- 
quent, en  employant  de  la  pepsine  non  bouillie,  les  virages  de  rouge 
en  jaune  auront  lieu  beaucoup  plus  lentement  et  finiront  par  s'arreter 
lorsque  la  desagregation  pepsique  I'aura  emporte;  puis,  la  liqueur 
redeviendra  graduellement  de  plus  en  plus  rouge ,  alors  que ,  traitee 
a  la  pepsine  bouillie,  la  solution  conserve  naturellement  sa  couleur 
jaune.  On  peut  aisement  suivre  ces  modifications  de  couleur  a  la 
temperature  ordinaire,  mais  elle  se  passent  beaucoup  plus  vite  a  37*^. 

Afin  de  donner  une  idee  de  la  grandeur  des  changements  appa- 
rents  que  !a  concentration  ionique  semble  subir,  citons  les  resultats 
de  quelques  mesures. 

On   prepara  deux  solutions: 

A:  35  cc.  de  solution  k  4^/0  de  blanc  d'oeuf -|-  231  cc.  d'eau 
+  70  cc.  d'acide  chlorhydrique  normal  +  14  cc.  de  solution  bouillie 
de  pepsine  (i  gr.  de  pepsine  [Langebek]  dans  125  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique norm,  au  ^/loo). 

B:  Memes  proportions,  seulement  avec  une  solution  non  bouillie 
de  pepsine. 

Immediatement  apres  le  melange,  aussi  bien  qu'apres  repos  jus- 
qu'au  lendemain  (soit  a  la  temperature  ordinaire,  soit  dans  I'etuve  a 
37°),  tant  A  que  B  donnerent  par  un  mesurage  electrometrique: 

Ph  =  0,71—0,74. 

La  concentration  des  ions  hydrog^ne  n'a  done  pas 
ete  modifiee  d'une  fatron  sensible  par  suite  de  la  diges- 
tion pepsique.  En  concordance  parfaite  avec  cette  conclusion, 
on  trouva  par  mesurage  colorimetrique  au  moyen  du  violet  de 
methyle,  qui  donne  des  resultats  precis  avec  les  proteines  naturelles 
et  presque  precis  dans  les  mesurages  de  solutions  d'acidalbumines: 
Aussitot  apr^s  le  melange:  A:   p+  =  0,75;  B:  p'^  =  o,75 

Apres  repos  a  37  **  jusiju'au  lendemain      -       -    =0,82      -       -     =0,75 

Par  contre,  le  mesurage  avec  la  tropeoline  00  donna: 

A  B 

Immediatement  apres  le  melange:  pi  =  1.72  (rouge)  p+  =  1,71  (rouge) 
Apr^s  repos  a  la  temperature  ordinaire 

pendant  2   minutes  p+  =  1,79  ... 


6        — 

-     =  1-93 

t 

=  ^79 

10        — 

-     —    .  .  . 

- 

:^     1,88 

14        — 

■     =2,11 

19        — 

=  1.97 

V2  heure 

-     =  2,52    _  ^ 

Y 

=  2,07 

I         — 

-     =■-  2,61   (jaune) 

=  2,22 

iV-'     -L 

a  sol.  etait  d'un  jaune  pur  - 

=  2,28 

Y 

2V2    — 

— 

=  2,42 

(jaune) 

24       — 

— 

=  1,88 

Y 

48       - 

— 

=  1,46 

(forte- 

ment 

roi 

Jge) 

En  tenant  compte  de  toutes  les  sources  d'erreurs  auxquelles 
donne  lieu  le  mesurage  colorimetrique ,  ainsi  que  nous  venons 
de  I'indiquer  (voir  surtout  la  derniere  partie  de  ce  chapitre),  on 
voit  combien  il  est  necessaire  d'apporter  le  soin  le  plus  medi- 
culeux  au  choix  des  indicateurs  et,  au  besoin ,  par  une  com- 
paraison  des  mesures  electrometriques  et  colorimetriques,  d'etablir 
la  valeur  des  indicateurs  choisis  pour  le  genre  particulier  de 
solutions  dans  lesquelles  on  veut  sen  servir.  II  s'agit  alors  de 
savoir  quelle  concordance  il  faut  exiger  entre  les  mesures  elec- 
trometriques et  colorimetriques  pour  pouvoir  qualifier  d'utilisable 
un  indicateur.  Nous  avons  vu  dans  un  precedent  chapitre  (voir 
p.  67)  que,  dans  le  mesurage  electrometrique  de  solutions  pro- 
teiques  et  semblables,  on  ne  peut  guere  compter  sur  une  pre- 
cision plus  grande  que  +  0,05  dans  la  valeur  de  I'exposant  des 
ions  hydrogene.  II  est  a  lemarquer  cependant,  qu'en  raison 
meme  de  son  principe,  la  mesure  colorimetrique  ne  peut  jamais 
etre  aussi  precise  que  celle  faite  par  electrometrie;  d'ailleurs,  le 
degre  de  precision  de  celle-la  n'est  determine  qu'avec  le  mesu- 
rage electrometrique  comme  methode  etalon. 

C'est  pourquoi  nous  avons  pense  qu'un  indica- 
teur doit  etre  considere  comme  parfaitement  utilisable 
dans  les  conditions  existantes,  quand  I'ecart  entre  les 
mesures  colorimetrique  et  electrometrique  ne  depasse 
pas  +  0,1  dans  I'exposant  des  ions  hydrogene.  Si 
I'ecart  est  superieur  a  +  0,1,  mais  inferieur  a  +  0,2, 
i'indicateur  pourra  encore  servir  pour  des  mesurages 
preliminaires,  mais  si  I'ecart  est  considerablement 
plus  grand  que    +   0,2,  cet  indicateur  est  a  rejeter. 

c.    Les  indicateurs  examines. 

Pour  plus  de  clarte,  j'ai  divise  les  indicateurs  en  5  groupes; 
dans  cette  division  jai  tenu  compte,  avant  tout,  de  la  situation 
du  point  de  virage  et,  en  seconde  ligne,  de  la  constitution  chi- 
mique  de  I'indicateur. 

1°  Indicateurs  du  groupe  de  violet  de  methyle  (embras- 
sant  les  concentrations  en  ions  hydrogene  p+  :=  o,  i   a  3,2). 

2^  Indicateurs  du  groupe  azoique  (p+  =  1,2  a  5,7). 

3*^  Indicateurs  des  melanges  de  phosphates  (p+  —  4,4 
a  8,9). 
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4^  Indicateurs  du  groupe  des  phtaleines  (p+  =  8,3  a  10,5). 
5  "^  Indicateurs    du    point    tournant    alcalin    (p+  =  I0,i   a 

12,7)- 

On  voit  que  la   zone    de    virage    de    chaque    groupe    envahit 

le  dornaine  du  groupe  suivant,  de  sorte  que  ces  cinq  groupes 
reunis  embrassent  la  totalite  des  concentrations  en  ions  hydro- 
gene  de  p+  =  o, I  a  p+  =^  ^^,7-  Quant  aux  indicateurs  dont  les 
points  de  virage  sont  situes  a  des  concentrations  ioniques  ayant 
un  exposant  d'ions  hydrogene  encore  plus  eleve,  nous  ne  nous 
en  sommes  pas  occupe,  parce  que  les  liqueurs  fortement  alcalines 
y  correspondantes  n'entrent  pour  ainsi  dire  jamais  en  jeu  dans 
les  recherches  enzymatiques. 

Nous  allons  mentionner  en  detail  chacun  de  ces  groupes 
d'indicateurs,  et  pour  certains  indicateurs,  choisis  principalement 
parmi  les  meilleurs  de  chaque  groupe,  nous  reunirons  en  forme 
de  tableaux  (8  a  15)  les  mesures  comparees  electrometriques 
et  colorimetriques,  souvent  mentionnees  dans  ce  qui  precede, 
d'un  certain  nombre  de  solutions  qui  presentent  un  interet  par- 
ticulier  pour  les  scissions  enzymatiques. 

Les  tableaux  seront  comprehensibles  sans  explication  ulte- 
rieure;  seulement  il  est  a  remarquer  que  les  deux  nombres  mis 
entre  parentheses  sous  chaque  indicateur  presentent  les  valeurs 
de  p+  entre  lesquelles  I'indicateur  en  question  donne  des  virages 
utilisables.  Ce  n'est  pas  a  dire  qu'en  dehors  de  ces  concentra- 
tions ioniques,  I'indicateur  n'accuse  aucune  modification  de  cou- 
leur,  ni  meme  que  dans  les  limites  de  ce  dornaine  I'indicateur 
montre  partout  un  virage  egalement  net  et  distinct:  nous  enten- 
dons  seulement  indiquer  approximativement  les  limites  dans 
lesquelles  nous  avons  trouve  utilisable  I'indicateur  en  question. 
La  nettete  du  virage  depend,  en  effet,  des  circonstances,  par 
example  de  la  couleur  propre  de  la  solution  en  question,  laquelle 
determine  la  coloration  des  liqueurs  de  comparaison  et  exige 
ordinairement  Temploi  d'une  quantite  assez  abondante  de  I'in- 
dicateur, afin  de  masquer  les  differences  qu'il  peut  y  avoir  entre 
la  couleur  propre  du  liquide  experimente  et  la  coloration  arti- 
ficielle  des  liqueurs  de  comparaison.  II  est  tout  naturel  que  ces 
faits  puissent  influenccr  inegalement  la  nettete  du  virage  dans 
les  dififerentes  parties  de  la  zone  de  virage.  Dans  le  mesurage 
d'une  solution  jaune,    par  example,  le  virage  indicateur    «jaun(' 
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orange-rouge  violets'   s'efface  le  plus  dans  la  region  correspondant 
aux  couleurs  jaune  orange. 

Pour  chaque  groupe  on  trouvera  indiquee  la  composition 
dune  serie  des  solutions  indicatrices  dont  nous  nous  sommes 
servis,  ainsi  que  le  nombre  de  gouttes  de  ces  solutions  que 
nous  avons  trouve  convenable  d'employer  pour  chaque  portion 
de  10  cc.  de  liqueur  experimentee  ou  de  comparaison;  d'apres 
ce  que  nous  avons  dit  plus  haut,  ce  nombre  est  assez  variable, 
etant  generalement  d'autant  plus  grand  que  la  liqueur  experi- 
mentee est  plus  coloree. 

Par  contre,  on  ne  trouvera  aucune  indication  relative  aux 
couleurs  de  virage  des  differents  indicateurs,  parce  qu'il  s'agit 
ici  de  series  de  nuances  qu'il  est  impossible  de  decrire  d'une 
fagon  precise,  mais  qu'on  peut  facilement  produire  en  fai- 
sant  tomber  goutte  a  goutte  la  solution  indicatrice  dans  une 
serie  de  liqueurs  de  comparaison  convenables  (embrassant  la 
region  limitee  par  les  exposants  ioniques  indiques  a  propos  de 
cet  indicateur). 

Je  me  fais  un  dexoir  d'adresser  encore  ici  mes  remerciements 
bien  sinceres  a  M.  le  professeur  D"^  E.  Biilmann,  ainsi  qu'aux 
maisons  de  D""  G.  Griibler  &  O",  a  Leipzic;  Farbwerke  vorm. 
Meister  Lucius  &  Briining,  a  Hoechst  sur-le-Mein;  Leopold 
Cass e  11a  &  0*=,  a  Francfort  sur-le-Mein,  et  Anilinfarben-  und 
Extractfabriken  vorm.  Joh.  Rud.  Geigy,  a  Bale,  maisons  qui  ont 
eu  I'amabilite  de  mettre  a  ma  disposition  des  reactifs  indicateurs 
ou  les  elements  necessaires  pour  leur  preparation. 

i)  Indicateurs  du  groupe  du  \iolet  de  meth}'le 
(p+  ^  o,  I  a  3,2).  Ce  groupe  tire  son  nom  du  plus  important 
des  reactifs  qui  en  font  part  et  qui  sont  relies  entre  eux  par  un 
certain  nombre  de  proprietes  analogues:  ils  embrassent  tous  une 
vaste  region  de  concentrations  en  ions  hydrogene  et  presentent 
egalement,  quand  Texposant  des  ions  hydrogene  augmente,  les  vira- 
ges  caracteristiques  que  voici:  Jaune-vertjaune-vert-vertbleu-bleu- 
violet.  lis  ont  enfin  en  commun  la  modification  ci-dessus  men- 
tionnee  (voir  p.  79)  de  I'intensite  et  de  la  nuance  de  la  couleur 
indicatrice.  comme  aussi  la  grande  sensibilite  dont  nous  avons 
cgalement  parle,  vis-a-vis  des  sels  neutres  (voir  p.  75). 
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a)  Violet  de  methyle  (preparation  commerciale  » Violet  de 
methyle  6  B«,  Schultz  N''43o^),  (p^^  —  o,i  a  3,2);  os^,i  dans  i  1. 
d'eau  (solution  faible);  o^Ss  dans  i  1.  d'eau  (solution  forte).  Pour 
10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  emploie  pour  p+  ==  0,1  a  1,5: 
8  a  3  gouttes  de  solution  forte,  pour  p+=i,5a3,2:  103,4  gouttes 
de  solution  faible. 

b)  Mau  veine  (G.  Griibler  &  C'^,  a  Leipzic;  Schultz  N°  625), 
(p+  ^=  0,1  a  2,g);  o»^i  dans  i  1.  d'eau  (solution  faible);  os^5  dans 
I  1.  d'eau  (sol.  forte).  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on 
emploie  pour  p+  =  0,1  a  1,5:  8  a  3  gouttes  de  sol.  forte,  pour 
p+  =  1,5   a  2,9:    10  a  4  gouttes  de  sol.  faible. 

c)  Violet  de  genti  an  e (preparation commerciale),  (p+  =  0,4 a  2, 7); 
oS'',i  dans  i  1.  d'eau  (sol.  faible);  o»%5  dans  i  1.  d'eau  (sol.  forte). 
Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  emploie  pour  p+  =  0,5  a  1,5: 
8  a  3  gouttes    de    sol.  forte,    pour  p+—  1,5   a  2,7:    10  a  5    gouttes 

de  sol.  faible. 

d)  Vert  de  methyle  (G.  Griibler  &  C'%  Schultz  N°  456), 
(p+  :=  0,1  a  2,3);  o^S5  dans  i  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur 
experimentee  on  prend  4  a   10  gouttes. 

Nous  pourrions  signaler  encore  bon  nombre  d'indicateurs  presen- 
tant  un  virage  tr^s  net  aux  grandes  concentrations  en  ions  hydrogene 
dont  il  est  question  ici;  ainsi  par  exemple,  en  premier  lieu,  le  vert 
solide  B  extra  (Schultz  N°  403),  qui  se  rattache  en  tous  points 
aux  indicateurs  du  groupe  du  violet  de  methyle;  de  plus,  certains 
se  trouvant  en  dehors  de  ce  groupe,  par  exemple  I'acri  dinorange 
R.  extra  (Schultz  N°  506),  la  curcumeine  (Schultz  N°  98),  le 
jaune  solide  By  (Schultz  N°  94)  et  le  rouge  neutre  (Schultz 
N'^  599);  toutefois,  pour  tous  ces  derniers  indicateurs,  le  virage  est 
moins  bon  que  ceux  fournis  par  les  ijuatre  indicateurs  nommes  en 
premier  lieu. 

II  ressort  du  tableau  8  que  le  virage  du  violet  de  methyle 
et  de  la  mauveine  est  excellent,  celui  du  violet  de  gentiane 
passablement  bon,  et  celui  de  vert  de  methyle  un  peu  moins  bon. 

Le  principal  defaut  dont  sont  entachees  les  mesures  efifec- 
tuees  a  I'aide  de  ces  indicateurs,  est  dii  a  «relTet  des  sels 
neutres»,  ce  qui  se  manifeste  dans  le  tableau  par  ce  fait  que 
les  solutions  mesurees  pauvres  en  sels  donnent  une  valeur  trop 
elevee  de  p+,  tandis  que  pour  celles  riches  en  sels  et  particuliere- 
ment  en  sel  mariii,  cette  valeur  est  interieure  a  la  realite.  Les 
trois  premiers   indicateurs  sc   coinpoitcnt  a   peu   pres  paicillement 


'y  Nuniero  t[uc  |)orlc  rindicMlcur  dans  (liistav  Schultz  cl  I'aiil  Julius: 
TabellarisclK"  L'bcrsiclu  der  ini  Handel  hefindlichen  kiinslliclien  orijanisclien 
KarbstolTe ,  \ierlc  Aull.,  herausgegcbcn  von  Dr.  Guslav  Schultz,  Berlin 
1902. 
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sous  ce  rapport;  le  vert  de  methyle  subit  surtout  I'influence  des 
sels  neutres  (voir  aussi  p.  75). 

Ainsi  qu'il  a  ete  mentionne  ci-dessus  (p.  87)  et  que  le 
montre  la  derniere  partie  du  tableau,  ces  indicateurs  ne  donnent 
pas  toujours,  il  est  vrai,  des  resultats  irreprochables  dans  le  me- 
surage  des  proteines  naturelles  ou  autres  proteines  franchement 
coUoidales;  mais  il  est  certain  que  I'erreur  va  constamment  dans 
le  meme  sens  et  que  generalement  elle  n'est  pas  assez  grande 
pour  que,  en  s'aidant  de  ces  indicateurs  et  en  apportant  une 
correction  appropriee  aux  circonstances,  Ton  ne  puisse  evaluer 
approximativement  la  valeur  de  la  concentration  ionique.  Com  me 
d'ailleurs,  pour  ainsi  dire,  tous  autres  indicateurs 
ayant  un  virage  suffisamment  net  dans  la  region  ionique 
en  question  et  qui  est  dune  si  grande  importance  pour 
la  digestion  pepsique,  ne  peuvent  pas  servir  pour  le 
mesurage  de  solutions  de  proteines  franchement  col- 
loi  dales  telles  que  celles  dont  on  fait  emploi  dans  In- 
dite digestion,  il  s'ensuit  que  pour  I'etude  de  cette 
reaction  enzymatique  on  n'apasd'autre  ressourceque 
de  recourir  a  ces  indicateurs. 

Pour  les  motifs  que  nous  venons  d'exposer,  nous  donnons 
la  preference  au  violet  de  methyle  et  a  la  mauveine;  aussi, 
malgre  leurs  defauts,  ces  deux  indicateurs  nous  ont-ils  ete  d'une 
grande  utilite  dans  des  mesurages  preliminaires  que  nous  avons 
operes  en  etablissant  le  plan  d'une  serie  d'experiences  executees 
par  M.  E.  Jiirgense  n  sur  la  digestion  pepsique,  experiences  ou 
les  mesures  definitives  ont  ete  eftectuees  electrometriquement 
(voir  aussi  p.  154). 

2.  Indicateurs  du  groupe  azoique  (+  =  1,2  a  5,7). 
Ce  groupe  d'indicateurs  comprend  une  serie  nombreuse  de  ma- 
tieres  colorantes  azoiques  tant  basiques  qu'acides,  reliees  en- 
semble par  une  constitution  chimique  analogue  et  par  les  vira- 
ges  analogues  que  determine  celle-ci  et  qui,  quand  I'exposant 
des  ions  hydrogene  diminue,  sont  les  suivants:  jaune-orange- 
rouge-violet. 

Les  indicateurs  les  mieux  connus  de  ce  groupe  sont:  1  acide 
diphenylamino-azo-parabenzenesulfonique  (tropeolineoo), 
dont  la  zone  de  virage  est  situee  a  p+  =  1,4  a  2,6,  et  I'acide, 
dimethylanilino-azo-parabenzenesulfonique  (methyl- 
orange,  tropeoline  D)  ayant   la   zone    de    virage    p+  =  3,1   a  4,4 
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Ces  deux  indicateurs  derivent  de  I'acide  anilino- azo-para- 
benzenesulfoniq  Lie,  dont  nous  avons  trouve  la  zone  de  virage 
a  p+=i,9a5,3,  et  Ton  voit  done  que  I'introduction  du  groupe 
phenyle  relativement  electronegatif  a  deplace  le  point  de  virage 
un  peu  dans  la  direction  du  cote  acide,  tandis  que  la  substitu- 
tion de  deux  groupes  methyle  a  produit  I'effet  inverse.  II  etait 
done  naturel  de  chercher,  en  partant  de  matieres  premieres 
convenablement  choisies,  a  preparer  une  serie  de  nouveaux  indi- 
cateurs du  type  envisage,  mais  presentant  des  points  de  virage 
dififerents.  Dans  ce  but  nous  nous  sommes  livres  a  des  recherches 
approfondies  sur  ce  groupe  d'indicateurs,  et  nous  avons  prepare 
non  seulen:ient  un  certain  nombre  d'indicateurs  derives  de  I'acide 
sulfanilique  diazote,  mais  aussi  beaucoup  des  combinaisons 
azoiques  basiques  correspondantes,  qu'on  peut  obtenir  d'une  ma- 
niere  analogue  en  partant  de  I'aniline  ou  de  la  toluidine  diazotees^). 


^)  Voici,  clans  les  grandes  lignes,  le  mode  operatoire  que  nous  avons  suivi  dans 
la  preparation  d'indicateurs  appartenant  aux  series  I  ou  IV  (p.  96)  :  A  une 
solution  de  ^/2o  mol.-gr.  d'acide  sulfanilique  dans  la  quantite  calculee  de  lessive 
de  soude  normale,  on  ajouta  un  peu  plus  de  ^/ao  mol.-gr.  de  nitrite  de 
sodium.  Apres  dissolution  de  ce  dernier,  on  refroidit  a  la  glace  et  ajouta, 
en  filet  mince,  50  cc.  d'acide  sulfurique  2-norm.  La  combinaison  diazoique 
precipitee  en  secouant,  fut  laissee  dans  I'eau  glacee  pendant  ^/s  heure, 
filtree  a  la  trompe  et  lavee  deux  fois  a  I'eau  froide. 

La  combinaison  diazoique  delayee  dans  50  cc.  dc  lessive  de  soude 
normale,  dans  laquelle  elle  se  dissout  en  majeure  partie,  tut  versee  dans  une 
suspension  aqueuse  ou  legerement  alcoolique  de  I'amine  en  question,  et  en- 
suite  on  y  ajouta  peu  a  peu,  a  la  temperature  ambiante,  un  exces  d'acide 
chlorhydrique  5"norm.  La  reaction  se  manifesta  immediatement ;  mais  il 
s'ecoula  parfois  plusieurs  hcures  avant  qu'elle  pariit  etre  terminee ;  on 
separa  alors  par  filtration,  puis  lava  I'acide  indicateur  libre  qui  s'etait 
depose.  On  purifia  le  produit  en  le  redissolvant  dans  une  lessive  sodique 
ou  potassique  et  en  recristallisant  a  plusieurs  reprises  le  sel  forme. 

Pour  la  preparation  d'indicateurs  appartenant  aux  series  II,  III,  V  et 
VI,  on  prit  pour  point  de  depart,  respectivement,  la  diazobenzene-aniline  ou  la 
l)-diazololuene-p-toluidine  preparees  d'apres  V.  Meyer  et  G.  Ambiihl  (Ber. 
d.  d.  chem.  Ges.  8,  1074,  note  (1875))  en  dissolvant  dans  un  grand  exces 
d'ethcr  une  molecule  de  nitrite  amyliijue  et  deux  molecules  respectivement 
d'aniline  ou  de  ptoluidine,  jiuis  en  abandonnant  le  melange  a  la  temperature 
ordinaire.  Le  residu  cristallin  cpie  laissa  I'evaporation  de  I'ether  et  qui  etait 
constitue  par  le  corps  diazoique,   fut  essore,   puis  lave  quelipies  fois  u  I'ether. 

La  combinaison  diazoicpic  fut  traitee,  le  plus  souvent  on  solution 
alcooli(|ue  forte  ou  faible,  par  I'aniinc  en  question  ct  de  I'acide  chlorhydrique 
dilue  comme  precedcmmenl.  La  reaction  terminee,  on  chassa  ralcool, 
ordinairement  an  moycn  de  vapours  d'cau,  apres  quoi  la  base  indicatrice 
libre,  precipitee  par  I'ammoniaque,  fut  purifiee  par  des  recristallisalions 
reitcrees  dans   I'alcool   convcnal)leiiicnt  dihic. 
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On  comprend  aisement  linteret  qu'on  a  a  avoir  a  sa  dispo- 
sition autant  d'indicateurs  que  possible,  etant  donne  que  les 
virages  ne  sont  pas  egalement  nets  dans  toute  la  zone,  mais 
qu'ordinairement  ils  presentent  la  plus  grande  nettete  au  milieu 
de  celle-ci. 

On  trouvera  ci-apres  une  serie  d'indicateurs  appartenant  a 
ce  groupe,  et  parmi  eux,  marques  par  un  asterisque,  quelques- 
uns  des  plus  importants  de  ceux  prepares  dans  notre  laboratoire; 
les  deux  nombres  mis  entre  parentheses  designent  lexposant  des 
ions  hydrogene  limitant  la  zone  de  virage.  Ces  indicateurs  ce 
divisent  en  6  categories: 

I  HOS02-C6H4-N:N-C6H4-NRiR2    (Acides  anilino-azo-para- 

benzenesulfoniques) 

II  CfiHg- NrN-CgH^- NR^Ro    (Anilino-azo-benzenes) 

III  CHa-CgHi-  N:N-C6H4-NRiR2  (Anilino  azo-paratoluenes) 

IV  HOS02-C6H4-N:N-CioH6-NRiR2  (Acides  a-napthyl-amino- 

azo-parabenzenesulfoniques) 
V  CgHg- N:N-CioHfi- NR1R2      (a-Naphtylamino-azo- 

benzenes) 
VI       CH3-C6H4-N:N-CioH6-NRiR2  (a-Naphtylamino-azo-para- 

toluenes). 

Categoric  I,  Ri      H,  Ro-^CeHg  (1,4—2,6) 

II,       —  —  (1,2-2,1) 

—  Ill,       —  —  (1,0—2,0) 

—  V,       —  -  (1,4-2,6) 

—  VI,       —  —  (i,T-i,9) 

*  Categoric  I,  Ri^-H,     Ro^CgHs-CHo    (i,9-3-3) 

—  II,       —  ~  (2,3—3,3) 

*  —       III,       —  —  (1,6-2,8) 

*  —        V,       —  ^  (1,9—2,9) 

*  —      VI,       —  —  (1,6—2,6) 

■■'■  Categoric  I,  Rx  =  H,     Rg^H  (i,9— 3,3) 

—  II,       -  -  (1,9—3,3) 

*  -      IV,       —  —  (3,5—5,7) 

—  V,      —  —  (3,7—5,0) 

*  —      VI.      —  —  (3,7—5,0) 
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ategorie  I, 

Ri  =  H, 

R2    —   ^Hy 

(3,1—4,2) 

-         I, 

— 

rI  -c^h, 

(3,1—4,4) 

-         I, 

Ri  —  CH3, 

Ro  =  CH3 

(3,1—4,4) 

-         I, 

Ri  =  C.H^ 

R,  =  C.H, 

(3,5-4,5) 

-        11, 

Rj  —  CH3, 

R,  ==  CH3 

(2,9-4,0) 

-      IV, 

— 

— 

(5,0—5,7) 

-      V, 

— 

— 

(4,8-5,5) 

II  y  a  lieu  d  indiquer  encore  quelques  indicateurs  de  ce  groupe 
et  qui  ne  rentrent  pas  dans  les  6  categories  que  nous  venons 
d'enumerer: 

acide  diphenylamino-azo-metabenzenesulfonique.  .  .  .  (1,2  —  2,3) 

*  o-toluene-azo-o-toluidine (1,4 — 2,9) 

*  acide    metachlorediethylanilino- azo-parabenzenesul- 
fonique  (2,6—4,0) 

En  resume,  on  voit  qu'au  moyen  d'une  modification  con- 
venable  de  la  composition  de  Tindicateur,  il  est  possible  de 
deplacer  la  position  du  point  de  virage,  et  dans  le  grand  nombre 
d'indicateurs  indiques  il  a  ete  assez  facile  den  trouver  d'excel- 
lents  et  dont  les  points  de  virage  se  repartissent  sur  toute  la 
zone  de  virage  du  groupe  azoique.  On  a  tout  motif  d'esperer 
qu'une  etude  systematique  semblable  d'autres  groupes  d'indica- 
teurs conduira  a  la  preparation  de  nouveaux  indicateurs  ayant 
des  points  de  virage  aux  concentrations  ioniques  memes  ou  le 
besoin  se  fait  sentir  de  reactifs  plus  sensibles  et  meilleurs  que 
ceux  connus  a  ce  jour. 

II  appert  egalement  que  la  presence  du  groupe  sulfonique 
dans  I'amine  aromatique  diazotee  est  sans  importance  appre- 
ciable pour  la  situation  du  point  de  virage,  attendu  que  les 
indicateurs  appartenant  aux  categories  I  et  IV  ont,  a  tres  peu 
de  chose  pres,  les  memes  points  de  virage  que  les  indicateurs 
correspondants  des  categories  II  et  V.  Ceci  porte  a  croire  que 
le  virage  des  indicateurs  azoiques  acides  ne  depend  pas,  comme 
on  le  pensait  gcneralement  autrefois,  de  I'etendue  de  la  forma- 
tion du  sel  sulloni(iue,  ni  de  la  dissociation  concomitante.  Con- 
formemcnt  aux  manieres  dc  voir  plus  recentes  et  qu'il  serait 
trop  long  de  developper  ici,  il  semble  plus  naturel  d'admettre 
que,  aussi  bien  pour  les  indicateurs  acides  que  pour  les  basiques, 
le  virage  a  unc    sculc    et    nicme    cause    et    c[u'il    faut  la  clicrt-lici 
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dans  la  conversion  du  groupe  amine  en  sel  ammoniacal,  en 
d'autres  termes,  dans  le  fait  que  Tatome  d'azote  trivalent  devient 
pentavalent. 

Enfin,  on  voit  que  les  derives  du  p-toluene  (categories  111 
et  IV)  ont  generalement  des  points  de  virage  correspondant  a 
des  exposants  d'ions  hydrogene  un  peu  moins  eleves  que  ceux 
des  derives  benzeniques  correspondants  (categories  II  et  V), 
Etant  donne,  en  outre,  que  les  derives  du  p-toluene  se  pretent, 
en  general,  plus  volontiers  a  la  cristallisation  que  les  derives 
benzeniques  correspondants,  et  que,  par  consequent,  ceux-la 
peuvent  plus  facilement  etre  prepares  a  I'etat  parfaitement  pur, 
on  pourrait  s'attendre  a  trouver  dans  les  composes  p-tolueniques 
une  augmentation  precieuse  des  indicateurs  azoiques.  II  n'en 
est  cependant  pas  ainsi;  car  ces  corps  se  separent  ordinairement 
encore  plus  facilement  et  encore  plus  rapidement  que  les  derives 
benzeniques  lorsqu  on  fait  tomber  goutte  a  goutte  leurs  solutions 
alcooliques  dans  des  liqueurs  aqueuses,  fait  qui  —  ainsi  que 
nous  I'avons  vu  plus  haut  (voir  p.  8i)  —  rend  difficile,  sinon 
impossible,  une  mesure  colorimetrique  precise  au  moyen  de  ces 
indicateurs.  D  une  fagon  generate,  nous  avons  fait  cette  expe- 
rience, que  dans  des  conditions  egales  d'ailleurs,  ce  sont  les  in- 
dicateurs de  la  plus  simple  composition  qu'il  faut  preferer,  parce 
que  les  inconvenients  signales  dans  un  precedent  chapitre  se 
font,  en  general,  plus  fortement  sentir  pour  les  corps  de  constitu- 
tion compliquee  que  pour  ceux  de  structure  simple.  D'un  autre 
cote,  en  faisant  le  choix  d'un  indicateur,  il  est,  bien  entendu, 
indispensable  de  tenir  egalement  compte  de  la  nettete  du  virage, 
et  a  ce  point  de  vue  les  indicateurs  simples  laissent  souvent  a 
desiter  (comparez  ci-dessous). 

Dans  les  tableaux  9  a  il,  on  trouve  reproduits  les  resultats 
d  un  certain  nombre  de  mesurages  electrometriques  et  colori- 
metriques  compares.  Comme  representants  des  indicateurs  les 
plus  importants  du  groupe  azoique,  nous  avons  choisi  les  14 
corps  qui  solvent : 

a)  Diphenylamino-azo- benzene  (Farbwerke  vorm.  M e i s t e r 
Lucius  und  Briining),  a  Hoechst  am  Main,  matiere  premiere  re- 
cristallisee  3  fois  dans  de  ralcool  a  80  Vo),  (pj^  —  1,2  a  2,1);  oS'',  i 
fut  dissous  dans  10  ce.  d'acide  chlorhydrique  norm.  4-  50000.  d'alcool') 


^)  Le  pourcentage  de  I'alcool   se  ra]iporte  au   poids  partout  dans  le  present  me- 
moire;   a  defaut  d'indicalion   particulierc,   I'alcool   est  toujours  a  93  "/o 
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+  eau  JLisqua  i  1.     Pour   lo  cc.  de  liqueur   experimentee  on  emploie 
6  a  15   gouttes. 

b)  Acide  diphenylamino-azo-parabenzenesulfonique 
(sel  potassique,  tropeoline  00,  Schultz  n°  97  ;  preparation  commer- 
ciale  3  fois  recristallisee  dans  I'eau),  (p^  =^  1,4  a  2,6);  o?'',  i  dans 
I  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend  335 
gouttes. 

c)  Acide  diphenylamino-azo-metabenzenesulfonique 
(sel  sodique,  jaune  metanile,  Schultz  n°  91;  preparation  commer- 
ciale  3  fois  recristallisee  dans  I'eau),  (p+:=ij2  k  2,3);  o?'',  i  dans 
I  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueurs  experimentee  on  prend  3  a  5 
gouttes. 

d)  o-toluidino-azo-o-toluene  (prepare  par  nous-memes), 
(p+=i,4a  2,9);  o?"",  2  fut  dissous  dans  20  cc.  d'acide  chlorhydrique 
0,1  norm,  +  500  cc.  d'alcool  -i-  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc.  de 
liqueur  experimentee  on  prend  6  a  12  gouttes. 

e)  Anilino-azo-benz^ne  (jaune  d'aniline,  Schultz  n°  16; 
preparation  commerciale  recristallisee  2  fois  dans  I'alcool  a  65  ^/o), 
(p+  =  1,9  a  s,s)\  o^^S  2  fut  dissous  dans  20  cc.  d'acide  chlorhydrique 
0,1  norm.  +  350  cc.  d'alcool  +  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc.  de 
liqueur  experimentee  on  prend  6  a  1 2   gouttes. 

f)  Acide-anilino-azo-parabenzenesulfonique  (sel  po- 
tassique prepare  par  nous-memes),  (p+  =  1.9  a  3,3);  o^'',  i  dans  i  1. 
d'eau.    Pour   10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend  5  a  10  gouttes. 

g)  Benzylanilino-azo-benzene  (prepare  par  nous-memes), 
(p+ —  2,3 — :i,;i)\  os"^,  2  fut  dissous  dans  10  cc.  d'acide  chlorhydrique 
0.1  norm,  -f-  500  cc.  d'alcool  -^-  eau  jusqu'a  i  1,  Pour  10  cc.  de 
licjueur  experimentee  on  prend  5  a  10  gouttes. 

h)  Acide  benzylanilino-azo-parabenz^nesulfonique 
(sel  potassicjue  prepare  par  nous-memes),  (p+  =:^  1,9  a  SiS)'-'  o^"^  ^ 
dans  I  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend 
3  a  6  gouttes. 

i)  Benzyl-a-naphtylamino-azo-benz^ne  (prepare  par  nous- 
memes),  (p+  =  1,9  a  2,9)-,  oe"",  I  fut  dissous  dans  15  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique 0.1  norm.  +  600  cc.  d'alcool  -f  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc. 
de  liqueur  experimentee  on  prend   5  a  10  gouttes. 

k)  Acide  metachloredi^thylanilino-azo-benz^nesulfo- 
ni(|ue  (acide  sulfonique  libre,  prepare  par  nous-memes),  (p+  =  2,6^4,0); 
o^f,  1  dans  i  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend 
3^5  gouttes. 

1)  Dimethylanilino-azo-benzdne  (preparation  commerciale 
recristallisee  2  fois  dans  I'alcool  absolu),  (p+  =  2,9^4,0);  o^S  i  fut 
dissous  dans  i  cc.  d'acide  chlorhydricfue  0,1  norm.  +  800  cc. 
d'alcool  -f  eau  jus(iu'a  1  1.  Tour  10  cc.  de  liciueur  experimentee 
on  prend  5  a  10  gouttes. 

m)  Acide  dim  et hy lanilino-azo-benz^nesulfonique  (sel 
sodique,  tropeoline  1),  methylorange,  Schultz  n""  96,  preparation 
commerciale   recristallisee  3    fois   dans   I'eau),  (p]*;  —  3,1  iW4)",    o^',  i 

7* 


100 


Tableau  9. 


Composition  de  la  solution  examinee 


Trouvt  ir 
Coloration  des  liqueurs,    elect 
de   comparaison  1    rw^^r 

'  p-»i 


In vertine-sucre  de  canne-acide  citrique-citrate 
(citrate  0.4  mol.) 

Solution  chlorhydrique  de  gelatine  a  2  "/o  +  NaCl 
(Chlorure  O. i  norm) 

Comme  ci-dessus 
(Chlorure  o.i  norm.) 

Solution  sulfurique  de  Peptone  Witte  a  a^/o+Na^SO^ 
(Sulfate  0.26  norm.) 

Comme  ci-dessus 
(Sulfate  0.2  norm.) 

Comme  ci-dessus 

(sans  Na2S04)  • 

Comme  ci-dessus  +  Na2S04 
(Sulfate  O  3  norm.) 

Comme  ci-dessus 
(Sulfate  0.85  norm.) 

.Solution  chlorhydrique  de  peptone  Witte  a  2  "/o + 
NaCl  '    (Chlorure  O.I  norm.) 

Comme  ci-dessus 

(sans  NaCl) 

Comme  ci-dessus  +  NaCl 
(Chlorure  0.3  norm.) 

Comme  ci-dessus 
(Chlorure  0.85  norm.) 

Solution  chlorhydri(]ue  a  env.  1  "/o  de  blanc  d'oeuf  de 
poule  partiellement  digt-re  a  la  pepsine 
-fNaCl  (Chlorure   i.o  norm.) 

Comme  ci-dessus 
(Chlorure   l.o  norm,) 

Comme  ci-dessus 
(Chlorure  0.33  norm.) 

Solution  chlorhydrique  a  env.  l.5*/o  de  caseine  par- 
tiellement digeree  a  la  pepsine  +  NaCl 
(Chlorure  0.064  norm.) 

Comme  ci-dessus 
(Chlorure  0.3  norm.) 

Solution  chlorhydrique  ii  env.  2  "/o  de  blanc  d'ceuf 
d  e  poule  n  a  t  u  r  e  1  -f  Na  CI 

(Chlorure  0.18  norm.) 


Pas  de  coloration 


2  gtt.  de  curcumeine 
^/i    -       »   brun  Bism. 


2  gtt.   de  tropeoline  O 
I     :>       5    brun  Bism. 


2  ett.  d'helianthine  II 


Solution  chlorhydrique  de  caseine 
(sans  NaCl) 


I  "/o  env. 


I   gtt.   d'helianthine  IT 
^U   »    de  brun  Bism. 


2  gtt.   d'helianthine  II 
I     »     de  BaS04 

I    "It.   de   BaSOo 


2.J 

1-3 

'•3 
1.7 

m 

2icj 


lOI 


groupe  azoique  I. 


)iphenylamino- 
azo-benzene 

(1.2—2.1) 


•57 
.70 
.65 
.60 
.72 

•37 
■53 
.70 

.68 
2-3 

2-3 


Observation 


V  irage 
excellent 


•53 
•99 
.40 

•83 
.71 

■91 


2.1     i  En  dehors  du 
bon  virage 


Virage 
excellent 


Hon 
Virage 

Virage 
excellent 


Acide  diphenyl- 

amino-azo-para- 

benzenesulfonique 

(1.4—2.6) 


Pg         Observation 


En  dehors 
du  virage 


2.45 
1-53 
2.00 
1.68 
2.02 
1.79 
2.07 
2.28 


1.76 
1.6s 
1.79 

1.34 
'•S3 
1-75 

1.70 
-2.6 

>  2,6 


Virage  passa- 
blement   bon 


Virage 
excellent 


Acide-diphenyl- 

amino-azo-meta- 

benzenesulfonique 

(1.2—2.3) 


p+ 


Observation 


Virago 
assez  bon 

Virage 
excellent 


2.37 
1.58 
2.02 
1.65 
2.04 


1.8- 


1.74 

1.53 
1.76 

1.68 


En  dehors    ,,  >  2.6  En  dehors 

du  virage     ij  ,      du  virage 


En  dehors  du 
bon  virage 

Virage 
excellent 


Virage 
excellent 


Virage 
excellent 


Virage 
excellent 


o-Toluidino-azo- 
o- toluene 
(1.4—2.9) 


P+ 


Observation 


2.35 

;i.42 
1.82 

1.79 


1.53 


Virage  passa- 
blement  bon 

En  dehors 
du  virage 

Virage  passa- 
blement  bon 


Virage  passa- 
blement  bon 


Virage  passa- 
blement  bon 
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Tableau    10. 

IndJcat  n 

Composition  de  la  solution 
examinee 

Coloration   des 
liqueurs  de 
comparaison 

Trouve 

par 

electro- 

metrie 

P+ 

An 
b 

i           ( 

lino-azo 
e  nzene 
t-9-3-3) 

P+ 

Observat 

I  avert  i  ne- Sucre  de  canne-glycocolle- 
acide  chlorhydrique 

'/4  gtt.  de  brun 
Bismarck 

2.77 

2.77 

Virage  pa;  jl 
blement  l' ' 

Invertine-sucre   de   canne-acide   ci- 

Pas  de   coloration 

2.34 

2.28 



trique-citrate  (Citrate  0.4  mol.) 

il 

Solution   chlorhydrique   de   gelatine 
a  a'/o  +  NaCl  (Chlorure  o.l  norm."^ 

2  gtt.  de  circumeine 
^/i  »     »   brun  Bism. 

256 

2.65 

-   i 

Comme   ci-dessus 
(Chlorure  o.i  norm.) 

— 

307 

3  03 

— 

Solution  sulfurique  a  2V0  de  peptone 
Witte  +  NajSOi 

2  gtt.  de  tropeoline  0 
I     »     »    brun  Bism. 

2.59 

2.61 

— 

(Sulfate  0.16  norm.) 

Solution  chlorhydrique    a  2''/o  de  pep- 
tone Witte  +  NaCl 

— 

2.48 

2-45 

i 

(Chlorure  O.i  norm.) 

; 

Solution  chlorhydrique  a  env.   I  "/o    de 

2gtt.d'helianthine  II 

2.40 

•    •    • 

( 

blanc  d'ceuf  de  poule  partiel- 

lement    digere    a     la     pepsine 

+  NaCl  (Chlorure    i.o  norm.; 

* 

Solution    chlorhydrique    a    env.    I.s'/o 

I  gtt.d'helianthinell 

2.92 

de    caseine    partiellement    di- 

'A i   de  brun  Bism. 

gere  a  la  pepsine  +  NaCl 

t 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus 



2.90 

(Chlorure  0.3  norm.) 

Solution  chlorhydricjue   a  env.  2 "/ode 
blanc  d'ceuf  de  poule   naturel. 

3  gtt.  de  curcumeine 

2.49 

2.80 

Virage  pr  i- 
blement  n_ 

(sans  NaCl) 

■ 

Comrtie  ci-dessus 

2  gtt.d'helianthinell 

2.00 

2.45 

-1 

(sans  NaCl) 

I     >   tropeoline  O 

J 

dans  I  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend 
3  a  5  gouttes. 

n)  a-Napthylamino-azo-benzene  (prepare  par  nous-memes), 
(p^  =  3,7  a  5,0);  o?',i  fut  dissous  dans  4  cc.  d'acide  chlorhydrique 
0,1  norm.  +  300  cc.  d'alcool  -I-  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc.  de 
liqueur  experimentee  on  prend   10  a  20  gouttes. 

o)  Acide-a-naphtylamino-azo-parabenzenesulfonique 
(sel  sodique,  prepare  par  nous-memes),  (p+  =  3.5  a  5,7);  0?%  i  fut 
dissous  dans  600  cc.  d'alcool  +  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc.  de 
liqueur  experimentee  on  prend  8  a  12  gouttes. 


»• 


103 


;roupe  azoique.     II. 


ide  anilino  -  azo 
benzene  - sulfo- 
ique  (1.9—3-3) 


Observation 


Benzyianilino- 

azo-benzene 

(2.3—3-3) 


P+ 


Observation 


Ac  ide  -benzylanili- 
no-azo-p-benzene- 
(s  u  1  f  o  n  i  q  u  e(  1,9—3.3) 


P+ 


Observation 


Benzyl-«-naphtyl- 
a  m  i  n  o  -  a  z  o  -  b  e  n  - 
zene  (1.9 — 2.9) 


pi         Observation 


69     I  Virage  passa- 
i  blement  bon 


6i 


68 


50 


2.76 
2.28 
2.53 
3-05 
2.57 

2.48 
2.52 


Virage  ex- 
cellent 

Virage  passa- 
blement  bon 

Virage  ex- 
cellent 


07     :  Virage  passa- 
blement  bon 


45 


>3-3 


2.83 


Sn   dehors 

du  virage 

Bon 

virage 

2.72 

2.32 
2.69 

3-17 
2.83 

2.69 


Virage   ex- 
cellent 


2.66 

<  1.9 

2.42 


Virage  assez 
bon 

En  dehors  du 
virage 

Virage  ex- 
cellent 


2.28 


2.25 


2.25 


3.02 


2.96 


Virage  passa- 
blement  bon 


Virage   ex- 
cellent 

Virage  assez 
bon 


> 


3-3 


En  dehors  du 
virage 


Non   mesurable 


Teinte  de  la 
solution  un 
peudifferente 
de  celle  des 
liqueurs  de 
com  p. 


Les  tableaux  9,  10  et  11  (pp.  100  a  105),  ainsi  que  ce  que 
nous  avons  deja  dit  plus  haut  (voir  p.  76),  montrent  que  les 
indicateurs  du  groupe  azoique  sont  beaucoup  moins  influences 
par  les  sels  neutres  que  ne  le  sont  ceux  appartenaiit  au  groupe 
de  violet  de  methjle. 

On  voit  egalement  par  les  tableaux  que  les  indicateurs  du 
groupe  azoique  ne  peuvent  presque  jamais  servir  pour  le  me- 
surage    de    solutions    renlerniant    des    proteines  naturelles.     En  ce 


Tableau   ii.     Indica 


Composition 
de  la  solution  examinee 


Coloration  des 
liqueurs  de 
comparaison 


Trouve 

par 

electro- 

raetrie 

P+ 


A  c  i  d  e  m  e  t  a  c  i :   I 
diethylanilino-a 
p-benzenesulfoni 
(2.6 — 4.0) 


P+ 


Observatior 


Invertine-sucre  de  canne-glycocoUe- 
acide  chlorhydrique 

Invertine-sucre  de  canne-acide  citri- 

que-citrate  (Citrate  0.02  mol.) 

Invertine-sucre  de  canne-citrate-hy- 

droxydede sodium   (Cilrateo.02mol.) 
Invertine-sucre  de  canne-phosphate 

(Phosphate  o.oi  mol.) 
Solution  chlorhydrique  de  gelatine  a 

a^/o -r  Na  CI       (Chlorure  o.i  norm.) 
Comme  ci-dessus   (Chlorure  0.13  norm.) 

Comme  ci-dessus   (Chlorure  O.i  norm.) 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.07  norm.) 
Solution    de  gelatine  a  2'*/o-f  phos- 
phate -f  NaCl  (Chlorure  0.13  norm.) 

Solution    chlorhydrique    de    peptone 

Witte  a  2°lo  (sans  NaCl) 
Comme  ci-dessus  +  NaCl 

(Chlorure  0.3  norm.) 
Comme  ci-dessus  +  NaCl 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.3  norm.) 

Solution  chlorhydrique    a  env.   i^/o  de 

blanc  d'ceufdepoulepartielle- 

ment  digere  a  la  pepsine -I- NaCl 

Chlorure  0.1  norm. 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.1  norm.) 

Solution  chlorhydrique  a  env.  i.^^lo  de 

caseine  partiellement  digeree  a 

la  pepsine-f  NaCl  (Chlorure O.I  norm.; 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.3  norm.) 

Solution  chlorhydrique  a   env.  2''/o  de 

blanc    d'reuf  de  poule    naturel 

(sans  NaCl) 

Comme  ci-dessus  +  NaCl 

(Chlorure  0.1  norm.) 
Comme  ci-dessus  -)-  NaCl 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus  -f  NaCl  apres  coagu- 
lation e t  filtration 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Serum  etendu  avec  son  triple  volume 
d'eau  et  d'acide  chlorhydrique 

Comme  ci-dessus  apres  coagulation 

et   filtration 
Serum  etendu  avec  son  triple  volume 

d'eau  et  d'acide  acetique,  puis  coa 

gule  et  filtre 
Sang  defibrine   Iraiie    de    la    meme 

maniere 


V4  gtt  de  brun  Bismarck  j 
I  gtt  de  brun  Bismarck 

Pas  de  coloration 
I  gtt  de  brun  Bismarck 

2  gtt  de  curcumeine 
V4     >      »    brun  Bism. 

3  gtt  de  curcumeine 
I  »  >  brun  Bism. 
3  gtt  de  curcumeine 

1/2    J      »     brun  Bism. 

3  gtt  de  curcumeine    ; 
1/-.'     »      >     brun  Bism.    |i 

1  >'  violet  de  methyle  I 

2  gtt  de  tropeoline  O 
I     »      »     brun  Bism. 


3  gtt  d'helianthine  II 
I     «     de  brun  Bism. 

3  gtt  d'helianthine  II 
^/•2    »    de  brun  Bism. 


I  gtt  d'helianthine 
^,'4     >    de  brun  Bism. 


3  gtt  de  curcumeine 

I   gtt  d'helianthine  II 
V2    »     de  brun  Bism. 

1  gtt  d'helianthine  II 

2  »    de  brun  Bism. 

1  »    BaS04 

2  gtt  d'helianthine  II 
•/a   »     de  brun  Bism. 

3  gtt  de  tropeoline  o 
3  '  »  »  00 
I     »    d'helianthine  II 

Pas  de  coloration 

I   gtt  d'helianthine  II 


2.77 

3-70 
4.67 

5.69 
5-56 
3-07 
3.60 
4.26 

4.98 
5-65 

3-39 
3.39 

4.92 

4.90 
3-75 

4-93 
2.92 

2.90 
2.49 

5-34 
4-65 

5-44 
4-73 

538 
5-39 


2.72     Virage  excelli 


3.20     Virage  excell 


2  gtt  d'helianthine  II  5.66 


3.80    Un  peu  plus  ale  d 
quele  vir.  lemeiioi 
3.80  — 


3,02     Virage  excel  t 


2.92 


groupe  azoique  III. 


i  m  e  t  h  y  1  a  n  i  1  i  n  o- 
azo-benzene 
(2.9—4-0) 


i         Observation 


Acidedimethylanili- 

no-azo-benzene-sul- 

fonique  (3. 1 — 4.4) 


P+ 


Observation 


a-Naphtylamino- 
azo-benzene 

(3-7-5-0) 


P+ 


Observation 


Acide-a-naphtylam: 

no-azo-p-benzene- 

sulfonique 

(3-S— 5-7) 


P+ 


Observation 


74 


Virage  excellent 


3.68       Virage  excellent 


Virage  excellent 


3.61 


4.65 


Bon  virage       j  4.65 
5.66 


Virage  excellent 


Viraee  excellent 


4.32  I   Un  peu  plus  alcalin 
j  quelevir.  lemeilleur 


4.29 
4-99 


Virage  excellent 


Virage  excellent 


3.61       Virage  excellent 
3-57 


Virage  excellent 


3-75 


Virage  excellent 


4.96 
4.90 


Virage  passa- 
blement  bon 


Virage  passa- 
blement  bon 


5-54 


4.32 

4-97 
5.62 


Virage  excellent 


4.96 

4.92 


Virage  excellent 


5.02 


Virage  excellent 


32  j      Bon  virage 


3.50      Virage  excellent 


5.07 
4-59 

5.53 


Virage   excellent 


Non    mesuralile 


5.67 
5.46 


Un  pen  plus  alcalin 

(|iiclevir.  lemeilleur 

N'irage  excellent 


5. 78  En   .lehors  ihi 

l»in    \ir.i!'c 
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qui  concerne  plusieurs  de  ces  indicateurs,  une  teneur  elevee 
meme  en  substances  telles  que  la  peptone  Witte,  peut  meme 
donner  lieu  a  des  erreurs  assez  considerables;  toutefois,  comme 
ces  erreurs  sont  toujours  de  meme  signe  et  ont  a  peu  pres  la 
meme  grandeur,  on  peut  dans  les  mesurages  preliminaires  gene- 
ralement  employer  une  correction  determinee  par  une  seule 
mesure  electrometrique  et  colorimetrique  comparee. 

Ainsi  qu'on  le  voit  par  les  tableaux,  les  ecarts  sont,  en 
general,  d  autant  plus  grands  que  la  constitution  de  I'indicateur 
en  question  est  plus  complexe  et  que  le  virage  a  lieu  a  un  ex- 
posant  d'ions  hydrogene  moins  eleve.  En  regie  generale,  les 
indicateurs  acides,  tout  en  donnant  des  ecarts  plus  considerables 
que  les  indicateurs  basiques,  presentent  —  comme  nous  I'avons 
signale  (p.  79)  —  cet  avantage  que,  contrairement  a  ces  derniers' 
ils  ne  sont  influences  ni  par  le  toluene  ni  par  le  chloroforme. 

Enfin,  il  ressort  de  ces  tableaux  que  tous  les  indicateurs 
enumeres,  hormis  3  d'entre  eux,  donnent  un  virage  excellent. 
Ces  trois  indicateurs:  anilino-azobenzene,  acide  anilino-azo-para- 
benzenesulfonique  et  o-toluidino-azo-o-toluene,  ne  sont,  par  con- 
sequent, pas  a  recommander  pour  cet  usage,  malgre  leur  simple 
structure  et  les  avantages  qui  en  decoulent. 

II  nous  reste  encore  a  mentionner  que  ce  groupe  d'indica- 
teurs  comprend  aussi  le  rouge  Congo  (Schultz  n°  219),  le 
rouge  de  coton  (Schultz  n^  268)  et  plusieurs  composes 
tetrazoiques  similaires;  cependant  il  ny  a  pas  lieu  de  mention- 
ner plus  en  detail  ces  reactifs,  attendu  que  —  comme  nous 
I'avons  deja  signale  pour  ce  qui  concerne  le  rouge  Congo  (voir 
p.  84)  —  leur  structure  fort  compliquee,  ainsi  que  la  nature 
plus  ou  moins  franchement  colloidale  qui  en  est  la  consequence, 
ne  permettent  point  de  s  en  servir  pour  cet  usage.  II  n  y  a  pas 
non  plus  lieu  de  discuter  plus  au  long  certains  indicateurs  se 
trouvant  en  dehors  du  groupe  azo'ique  et  qui  —  comme  c'est 
le  cas,  par  exemple,  pour  I'acide  rosolique  (Schultz  n°  457) 
et  la  py rogallol-phtaleine  (Schultz  n°  501)  —  possedent 
des  points  de  virage  dans  les  limites  de  ceux  du  groupe  azoique; 
car  pour  aucun  d  eux  le  virage  n'est  aussi  prononce  et  distinct 
que  celui  fourni  par  les  indicateurs  ci-dessus. 

3*^  Indicateurs  des  melanges  de  phosphates  p+  = 
4,4  a  8,9).  Sous  cette  designation  nous  reunissons  une  serie 
d  indicateurs    qui    difterent  beaucoup  les  uns  des  autres  au  point 
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de  vue  chimique  et  dont  I'unique  caracteristique  —  tres  impor- 
tant cependant  —  est  que  leurs  points  de  virage  sont  situes 
dans  la  region  qu'embrassent  les  melanges  de  phosphates,  region 
qui  est  d'une  si  grande  importance  pour  la  plupart  des  reactions 
enzymatiques.  Par  consequent,  ce  groupe  renferme  tous  les 
indicateurs  dont  les  points  de  virage  se  trouvent  au  point  neutre 
ou  au  voisinage  de  celui-ci  (p+  =  7,07)  (voir  p.  33). 

Dans  les  tableaux  12  et  13  (pp.  108  a  in)  sont  reproduites 
une  serie  de  mesures  electrometriques  et  colorimetriques  compa- 
rees  effectuees  a  I'aide  des  huit  indicateurs  suivants,  choisis  parmi 
les  plus  importants  de  ce  groupe: 

a)  Lac  mo  id  e  (le  produit  commercial  fut  purifie  comme  indique 
par  Fr.  G laser:  Indikatoren  der  Acidimetrie  und  Alkalimetrie  (1901) 
p.  61),  (p+  =  4,43,6,2);  OS'',  2  fut  dissous  dans  i  1.  d'alcool.  Pour 
10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  emploie   10  a  15   gouttes. 

b)  Cochenille  (Grubler  &  C'«),  (p+  =  4,8  a  6,2);  i  gr.  fut  secoue 
avec  loocc.  d'alcool  a  25  ''/o;  la  liqueur  filtree  fut  etendue  avec  400  cc. 
d'eau.    Pour   10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend  6  a  12  gouttes. 

c)  Azolithmine  (Grubler  &  C'^),  (p+  —  4,5  a  8,3);  2  gr. 
dissous  dans  i  I.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on 
prend  4  a  6  gouttes. 

d)  Alizarine  (preparation  commerciale,  Schultz  n^  523),  (p^ 
=  5,5  a  6,8);  (o?"^,  2  fut  dissous  dans  500  cc.  d'alcool  +  250  cc. 
d'eau.    Pour  10  cc.  de  litiueur  experimentee  on  prend   5312  gouttes. 

e)  p-Nitrophenol  (E.Merck  a  Darmstadt),  (p+  =  5,0  a  7,0); 
o^\4  dissous  dans  60  cc,  d'alcool  4-  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc. 
de  liqueur  experimentee  on  prend  3  a  20  gouttes. 

f)  Rouge  neutre  (L.  Cassella&C'*'  a  Francfort-sur-le-Mein, 
Schultz  n°  599),  (p+  —  6,8  a  8,0);  o^"",  i  dissous  dans  500  cc. 
d'alcool  -h  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee 
on  prend   10  a  12  gouttes. 

g)  Acide  rosolique  (preparation  commerciale,  Schultz  n°  457), 
(p+  =  6,9  a  8,0);  (pS',4  dissous  dans  400  cc.  d'alcool  -f  eau  jusqu'^ 
I  1.     Pour   10  cc.  de   liqueur   experimentee    on    prend  6^15   gouttes. 

h)  Acide  a-napthol-azo-parabenzenesulfonique  (tropeo- 
line  000  n°  i,  Grubler  &  C'^,  Schultz  n°  102),  (p+  =  7,6  h.  8,9); 
o?^  I  dans  i  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend 
4  a  10  gouttes. 

II  ressort  de  ces  tableaux  que  le  lacmoide  est  tout  a  fait 
inutilisable  et  que  lazolithmine,  elle  aussi,  donne  des  erreurs 
notables  dans  les  mesures  du  genre  considere  ici.  La  coche- 
nille et  I'alizarine  fournissent,  il  est  vrai,  quelquefois  des 
resultats  a  peu  pres  exacts,  mais  etant  donne  que  1  excellent 
ndicateur   quest   le    p- ni  t  rophenol    enibrassc    la    meme  region 


Tableau   12.      Indicateuriit 


Composition 
de  la  solution  examinee 


Coloration  des 
liqueurs  de 
comparaison 


Trouve 

par  elec- 

trome- 

trie  p+ 


Lac  moid  e 
(4.4—6.2 


P+ 


Observaii 


In  vert  ine -Sucre  de  canne-phosphate 
(Phosphate  o.oi  mol.) 

In  vert  ine  -  sucre  de  canne-acide  citrique 
citrate  (Citrate  0.02  mol.) 

In vertinc'sucre   de    canne- citrate -hy- 
droxyde  sodique       (Citrate  0.25  mol.) 

Comme  ci-dessus         (Citrate  0.22  mol.) 

Solution  chlorhydrique  a  2%  de  gela- 
tine+NaCl       (Chlorure  0.07  norm.) 

Solution    de    gelatine    a    2*'/o  +  phos- 
phate-f  Na  CI     (Chlorure  o.  13  norm.) 


Comme  ci-dessus,    apres    coagulation 

et  filtration 
Serum,  etendu  avec  son  triple  volume 

d'eau    et     d'acide     acetique;     ensuite 

coagule  et  filtre 
Sang    defibrine,    traite    de    la    meme 

maniere 
Solution   de   tyrosine  +  solution   bouillie 

de    tyrisonase  +    phosphate  +  ^/-jo 

volume  de  scrum 
Comme  ci-dessus  fs a n  s   s  l-  r  u  m) 


I  gtt  de  brun  Bismarck 


Pas  de  coloration 


3  gtt  de  curcumeine 
1/2  »  »  brun  Bism. 
2  gtt  de  curcumeine 


V-.' 


Comme  ci-dessus   (Chlorure  o.  13  norm.)  ji    2 

ij  V2 
Comme  ci-dessus     (Chlorure  O.I  norm.)  Ii     i 

"  V2 

Solution     chlorhydrique     de     peptone  ,     3 

Witte  a  20/0  +  NaCl 

(Chlorure  o.inorm.) 
Comme  ci-dessus     (Chlorure  0.3  norm.) 
Solution  a  2%    de    peptone    Witte -t- 
hydroxyde  sodique  -f  NaCl 

(Chlorure  O  i  norm.) 
Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.3  norm.) 
Comme  ei-dessus     (Chlorure  o  i  norm.) 

Solution    chlorhydrique    a    env.    I  "/o    de 

blanc  d'reuf   de    poule    partielle- 

ment  digere  a  la  pepsine-f  NaCl 

(Chlorure  o.i  norm.) 

Comme  ci-dessus      (Chlorure  O.inorm). 

Solution  chlorhydrique  a  env.  1  %  de 
blanc  d'leuf  de  poule  naturel-f 
NaCl  (Chlorure  o.i  norm.) 

Comme  ci-dessus     (Chlorure  0.1  norm.) 

Solution  sulfurique  a  env.  2V0  de  blanc 

d'ceuf  de  poule  na  turel -f  Naj  SO4 

(Sulfate  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus,  apres  coagulation 
et  filtration         (Sulfate  0.1  norm.) 

Serum  etendu  avec  son  triple  volume 
d'eau  et  d'acide  sulfuri(|ue 


»  brun  Bism. 
violet  de  methyle 
de  curcumeine 
»  brun  Bism. 
de  curcumeine 
»  brun  Bism. 
d'helianthine  II 
de  brun  Bism. 


3  gtt  d'helianthine  II 
2      »     de  brun  Bism. 


2  gtt  d'helianthine  II 
2     >     de  brun  Bism. 
;?    »    d'helianthine  II 
^/2  »    de  brun  Bism. 


I    gtt  d'helianthine  II 
V2   >    de  brun  Bism.    ■ 


I   gtt  de  tropeoline  00 

I  »  d'helianthine  II 

I  »  BaS04 

I  >  de  tropeoline  00 

I  »  d'helianthine  II 

3  I  de  tropeoline  o 

3  »  »  —  00 

I  »  d'helianthine  II 

^/■2  >  de  brun  Bism. 

I  »  d'helianthine  II 

V2  »  de  brun   Bism. 

I  »  d'helianthine  II 


2  gtt  d'helianthine   II 

1  gtt  de  tropeoline  o 

2  »    de  brun  Bism. 

3  .    BaSO^ 

Pas   de   coloration 


S.56 
4.67 

569 

6.62 
4,98 

5-65 

6.22 
6.87 
4.92 

4.90 
6.64 

6.61 
5-77 

4-93 

6.06 
5-34 

6.26 
5.61 

6-33 

5.82 

6.40 

5-39 

5.66 
6.47 

6.34 


5-60 
4-65 

5.75 


Teinte  un 
differen' 
Virage  mc 

Teinte  leg 
ment  ditter 


Non  mesurabli 


Non  mesurable  ce 
dant  depassant  s 
doute   5.6 


Non  mesurabl 


Non  mesurabl 


Imges  de  phosphates  I. 


Coehenille 
(4.8—6.2) 

A  z  0 1  i  t  h  m  i  n  e 

(4.5-8.3) 

Alizarine 

(5.0-7.0) 

P 

-Ni  trophenol 

(5.0—7.0) 

[ 

Observation 

p5 

Observation 

pS 

Observation 

P$ 

Observation 



4 

Virage  assez  bon 

6 

7 
8 

7 
I 

,  0 

4 

2 

5 

1 

Bon  virage 

5-75 
6.39 

Virage  passable- 

ment  bon 

Teinte  legerem.  diff 

5-75 
6.75 

Virage  excellent  ■ 

6.92 

Bon  virage 

Teinte  sensible- 
ment  differente 
Virage  excellent 

Teinte  legerement 
diiTerente 

5-79 

6.17 
6.85 

Virage  passable- 
ment  bon 

Virage    excellent 
Bon  virage 

5.68 

6.19 
6.88 

Virage  excellent 

7-15 

Bon  virage 

Bon  virage 

Bon  virage 

7.24 
7.24 

Teinte  legere- 
ment differente 

6.68 
6.72 

Bon  virage 

6.65 

6.69 

5.86 

4.96 

6.10 
5.39 

6.27 
5.68 

6.40 
6.10 

6.33 
5.41 

5:61 
6.47 

6., ^,4 

Bon  virage 

Virage  excellent 

Virage  passable- 
ment  bon 

Virage  assez  bon 

A  la  limite  des 

5-90 

Bon  virage 


virages 
Virage  excellent 



5.60 

Vir.passablem.bon 



Virage  assez  bon 

Virage  excellent 

i 

6.74 
6.1Q 

Teinte  legere- 
ment differente 

Vir.'icrc  assc/   l)()n 

6.10 

6.10 

Bon   virage 

no 


Tableau   13.     Indicateurs 

I'rou 

Composition  de  la  solution  examinee 

Coloration  des  liqueurs 
de  comparaison 

par  el 
troir 

'  trie 

Invertine-sucre  de  canne-citrale-hydroxyde  de  sodium 

(Citrate  0.22  mol.) 

Pas  de  coloration 

6.6 

Solution  de  gelatine  a  2  %  +  phosphate  +  NaCl 

(Chlorure  O.I   norm.) 

I 

V 

gtt 

2  » 

de  curcumeine 
»    brun  Bism. 

6.8 

1 

Solution  de  gelatine  a  2  Vo  +  phosphate  +  hydroxyde 
de  sodium  +  NaCl                          (Chlorure  o.i  norm.) 

I 

2 

gtt 

de  curcumeine 
»    brun  Bism. 

7.5 

Comme  ci-dessus                                   (Chlorure  O.i    norm.) 

'    2 
1 

gtt 

de  curcumeine 
»    brun  Bism. 

8.21 

Comme  ci-dessus                                   ;' Chlorure  O.I   norm.) 

— 

Solution    de    peptone    Witte  a  2  "/o  +  hydroxyde    de 
sodium  +  NaCl                                  (Chlorure  0.1    norm.) 

2 
2 

gtt 

de  brun  Bism. 
d'helianthine  II 

6.C 

Comme  ci-dessus                                   (Chlorure  o.i   norm.) 

— 

m 

Comme  ci-dessus                                   (Chlorure   0,1   norm.) 

— 

7.J 

Comme  ci-dessus                                   (Chlorure  o.i   norm.) 

— 

8-: 

Solution  a  2%    de    blanc   d'ceuf  de   poule    naturel 
-f  phosphate  +  NaCl                      (Chlorure  0.07  norm.) 

I 

gtt 

> 

d'helianthine  II 
de  brun  Bism. 

7 

Comme  ci-dessus                                 (Chlorure  0.07   norm.) 

- 

8.C 

Comme  ci-dessus                                   (Chlorure  0.1    norm.) 

— 

8.; 

Solution  a  2%    de    blanc    d'ceuf   de    poule    naturel 
-f  glycocolle  -f  hydroxyde  de  sodium  +  NaCl 

(Chlorure  0.18  norm.) 

2 

gtt 

de  brun  Bism. 

8.: 

1 

Comme  cidessus                                (Chlorure  0,18  norm.) 

— 

il 

Solution  a  2%    de    blanc    d'ceuf   de    poule    naturel 
+  phosphate  +  hydroxyde  .de  sodium  +  NaCl 

(Chlorure  0,1   norm.) 

I 

>  gtt  de  brun  Bism. 
»    d'helianthine  II 

i 

Solution  a  2  "/o    de    caseine  -f  glycocolle  -j-  hydroxyde 
de  sodium  +  NaCl                          (Chlorure  0.14  norm.) 

I 

I 

gtt 
> 

de  brun   Bism. 
BaS04 

'■ 

Comme  ci-dessus                                (Chlorure  0,14  norm.) 

- 

ill 

Serum,   etendu  avec  son  triple  volume  d'eau  et  d'acide 
sulfurique,  puis  coagule  et  filtre 

I 

V 

gtt 
> 

d'helianthine  II 
de  brun  Bism. 

J 

*M 

Sang  defibrine,  etendu  avec  son  triple  volume  d'eau 
et  d'acide  aeetique,   jiuis  coagule  et  filtre 

I      gtt  d'helianthine  II 
6^/2  >    de  brun  Bism. 
6       >      »    bleu  beige 

''■ 

Solution     de     tyrosine  +  solution    bouillie     de     tyro- 
sinase +  phosphate  +  V20  volume  de  serum 

2 
4 

gtt 

de  brun  Bism. 
d'helianthine  II 

|i 

Comme  ci-dessus   fsans  scrums                                             1 

Pa 

s  de  coloration 

T^ 

1 

w 


III 


langes  de  phosphates  II. 


A  z  o  li  t  m  i  n  e 
(4.5-8-3) 


^        Observation 


Rouge  neutre 
(6.8-8.0) 


P"]^       Observation 


Acide  rosolique 
(6.9—8,0) 


Pi         Observation 


Acide   a-napthol- 

azo-p-benzenesul- 

fonique  (7.6 — 8.9) 


P+ 


Observation 


Bon  virage 


8.3 

8.3 
S.3 


6.53  Un  peu  plus 
acide  que  le 
bon  virage 

6.86   Virage  excellent 
7-50  — 


feinte  sensible- 
ment  dififerente 


6.85   Bon  virage,  mais 
une  teinte  le- 
gerement  diff. 

7.20  !  Virage  excellent 


6.98 
7-35 


Bon   viraije 


Bon   virage 

'I'cinte  legere- 
meiu  dilTerente 


7-44 


6.90 

7.24 
7.80 


7.42   V^iragc  excellent 


6.57  Un  peu  ]ilus 
acide  que  le 
meilleur  virage 

Teinte  sensible-  1  7.22  I  Virage  excellent 
ment  diff^rente 


Hon 


\irago        7.26 


7.22 
7-56 


Bon  virage 


Bon  virage 


Virao-e  excellent 


Bon  virasfe 


7.04 


7.54 

8.32 
8.80 


7-97 
8.41 


8.39 
8.45 

8.86 

9.00 

8.47 


Un  peu  plus 

acide  que  le  bon 

virage 

Bon  virage 


Virage    assez  bon 


3on  virage 


Bon  virage 


Un  peu  plus 
alcalin  que  le 
meilleur  virage 


Bon  virage,  mais 
une  teinte  Icgere- 
ment  dififerente 


9.03     Virage  passable- 
men  i  bon 


Virage  assez 
bon 


7.04 

7.10 


Virage  assez 
bon 


I  12 

de  virage,  il  n'y  a  lieu,  parmi  les  indicateurs  nommes  dans  le 
tableau   12,  de  recommander  que  ce  dernier. 

La  rouge  neutre  et  I'acide  rosolique  offrent  sensible- 
ment  la  meme  zone  de  virage  et  le  meme  degre  d'applicabilite: 
aucun  deux,  en  efifet,  ne  peut  servir  en  presence  de  fortes  pro- 
portions de  proteines  naturelles.  Le  rouge  neutre  a  un  virage 
plus  net  que  I'acide  rosolique;  mais,  en  revanche,  ce  dernier 
n'est  pas  influence  par  le  toluene  ou  le  chloroforme  meme  en 
exces. 

L'acide  a  -  napthol-azo  -  parabenzenesulfonique 
semble  pouvoir  etre  utilise  meme  en  presence  de  proteines  na- 
turelles. Malheureusement,  le  virage  de  cet  indicateur  laisse  a 
desirer;  mais  nous  n'avons  pas  jusqu'ici  pu  trouver  d  indicateur 
meilleur  et  susceptible  de  le  remplacer. 

En  outre  des  indicateurs  donnes  dans  le  tableau,  il  en  existe 
encore  qui  ont  des  points  de  virage  se  trouvant  dans  les  limites 
indiquees;  mais  aucun  de  ceux  que  nous  avons  examines  ne  nous 
semble  etre  recommandable.  Ainsi,  I'hematoxyline  (preparation 
commerciale)  aussi  bien  que  I'hemateine  (G rubier  &  O^)  mon- 
trent  des  changements  de  couleur  si  rapides  et  si  continuels  que, 
rien  pour  ce  motif  deja,  ces  indicateurs  seraient  d'un  emploi  peu 
pratique.  La  cyanine  (G rubier  &  C'^;  Schultz  n°  649),  qui 
accuse  un  beau  virage  a  des  concentrations  en  ions  hydrogene  cor- 
respondant  a  p+  —  7  a  8,  donne  avec  les  proteines  ou  leurs  produits 
de  decomposition,  des  nuances  qui  rendent  le  mesurage  tout  a  fait 
impossible.  Quant  a  I'acide  alizarinesulfonique  (le  sel  sodique, 
preparation  commerciale,  Schultz  n°  531),  nous  I'avons  mentionne 
plus  haut  (p.  85). 

Ainsi,  pour  le  vasre  domaine  de  concentrations  ioniques 
qu'embrassent  les  melanges  de  phosphates,  il  ne  nous  reste  que 
trois  ou  quatre  indicateurs  utilisables,  a  savoir  le  p-nitrophenol 
pour  la  region  la  plus  acide,  le  rouge  neutre  ou  I'acide 
rosolique  autour  du  point  neutre,  et  I'acide  a-naphtol-azo- 
parabenzenesulfonique  pour  la  region  alcaline;  il  serait  certes 
desirable  de  trouver  des  indicateurs  supplementaires. 

4.  Indicateurs  du  groupe  des  phtaleines  (p+ =  8,3 
a  10,5).  On  a  nomme  ce  groupe  d'indicateurs  d'apres  les  deux 
plus  importants  qui  y  appartiennent:  phtaleine  de  phenol  et 
phtaleine  de  thymol.  II  est  vrai  que,  outre  ceux-ci,  il  y  a 
encore  un  certain  nombre  de  matieres  colorantes  presentant  un 
virage  dans  la  zone  de  ce  groupe,  mais  aucun  deux  ne  fournit 
des    virages    aussi    nets    et    aussi    bien    prononces    que    les    deux 
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phtaleines,  que  nous  venous  de  citer  et,  d'autre  part,  avec  des 
proteines  ou  leurs  produits  de  demolition,  ils  donnent  souvent 
des  teintes  etrangeres  qui  rendent  le  mesurage  penible,  sinon 
tout  a  fait  impossible.  Dans  le  tableau  14  nous  avons  reuni 
une  serie  de  mesures  comparees  ou,  comme  indicateurs,  nous 
nous  sommes  servis,  d'un  cote,  des  phtaleines  de  phenol  et 
de  thymol  et,  de  I'autre,  a  titre  d'exemple  d'indicateurs  plutot 
mediocres,  de  I'alcanine,  de  la  naphtol-benzeine  et  du 
bleu  neutre;  du  reste,  le  nombre  de  ces  derniers  indicateurs 
pourrait  facilement  etre  augmente. 

a)  Phenol  phtaleine  (preparation  commerciale),  (p+ =  8,3  a 
10. o);  oSf,5  fut  dissous  dans  500  cc.  d'alcool  +  eau  jusqu'a  i  1. 
Pour   10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  emploie  3  a  20  gouttes. 

b)  Alcanine  («fettlosl.  Roth»  de  Grubler  &  C'^),  p+ =  8,3 
a  10,0);  I  gr.  fut  agite  a  plusieurs  reprises,  dans  le  courant  de 
24  heures,  avec  i  1.  d'alcool,  puis  filtre.  Pour  10  cc.  de  liqueur 
experimentee  on  prend  5   a   10  gouttes. 

c)  Naphtol-benzeine  a  (E.Merck  a  Darmstadt),  (pj'j  =  8,5 
a  9,8);  oS'',2  fut  dissous  dans  i  1.  d'alcool.  Pour  10  cc.  de  litjueur 
experimentee  on  prend   20  gouttes. 

d)  Thy  molphtaleine  (Grubler  &  C'^) ;  cette  maison  n'a  pu 
m'indiquer  la  composition  de  ce  reactif,  ni  le  mode  de  sa  prepara- 
tion-, (etant  donne  qu'il  fond  a  env.  240*^  (bloc  Maquenne),  il  doit 
etre  different  de  la  thymolphtaleine  preparee  par  P.  Jakimowicz^) 
et  dont  le  point  de  fusion  serait  de  84°  a  85^),  (p+  =  9,3  a  10,5); 
oS'^,4  dissous  dans  500  cc.  d'alcool  -f-  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  100  cc. 
de  liqueur  experimentee  on  prend  3  a   10  gouttes. 

e)  Bleu  neutre  (L.  Cassella  &  C'«  a  Francfort  sur-le-Mein, 
Schultz  n°  605),  (pj^  =  9,3  a  10,2);  02^2  dissous  dans  600  cc. 
d'alcool  +  eau  jusqu'a  i  1.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee  on 
prend  8  a   16  gouttes. 

II  ressort  du  tableau  14  que  les  deux  phtaleines,  tant 
celle  de  phenol  que  celle  de  thymol,  peuvent  rendre  de  grands 
services  meme  en  presence  d'abondantes  quantites  de  produits 
de  decomposition  proteique,  tandis  que  les  proteines  naturelles 
(albumine  d'oeuf,  et  surtout  la  caseine),  sont  susceptibles  de 
donner  lieu  a  de  graves  erreurs  dans  le  mesurage. 

5.  Indicateurs  du  point  tournant  aicalin  (p.,  ="  10,1 
a  12,7).  Ce  groupc  coini)rend  une  serie  d'indicateurs  dont  les 
zones  de  virage  renferment  le  point  tournant,  signale  dans  le 
precedent  chapitre  (voir    p.  49),    pour   les    melanges    d'h\droxyde 


')  Her.  (1.  .1.  chciii.  (u-s    28,    iSjf)  (^1895). 
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Tableau   14.     Indicalj 


Composition 
de  la  solution  examinee 


Coloration  des 

liqueurs  de  compa- 

raison 


Trouve      Phenolphtale 
parelec-  |  (8.3— lo.o) 


trie  p+       p^    I  Observatl^ 


Solution  de  gelatine  a   2"/o-^phos-  12  gtt  de    curcumeine 

phate  —  hydroxy  de    sodique  -^  NaCl    i  >      »     brun  Bis- 
(Chlorure  o.i  norm.)  marck 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  o. i  norm.)'!  — 


Solution    de    gelatine    a    2  "/o  —  hy- 
droxyde  sodique  — Xa  CI 

(Chlorure  O.  i  norm.) 

Comme  ci-dessus   (Chlorure  o.  i  norm.) 

Comme  ci-dessus   (Chlorure  o.i  norm.) 


2  gtt  de  brun  Bism. 
2    >   d'helianthine  II 


2  gtt  debrun  Bism.       \ 
I     »    >  tropeoline    00 

2 


>  violet  demeth. 


I  gtt  d'helianthine  II 
I     »  de  brun  Bism. 

I  gtt  d'helianthine  II 
^/o »    de  brun  Bism. 


Solution  a   2%   de   peptone   Witte 
+  hydroxyde  sodique ->- NaCl 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.08  norm.) 


Solution  a  2'';o    de  blanc  d'oeuf  de 

poule  naturel -I- phosphate  —  NaCl 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus  +  hydroxyde  sodique  1 
-f  phosphate  -^  NaCl 

(Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus  -^  hydroxyde  sodique 
+  NaCl  (Chlorure  0.1  norm.) 

Comme  ci-dessus   (Chlorure  0.1  norm.) 

Solution  a  2'*/o  de  blanc  d'teuf  de 
poule  naturel  —  glycocolle  -^  hy- 
droxyde sodique^  NaCl 

(Chlorure  0.18  norm.) 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  o.  18  norm.) 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  o.  1 5  norm.) 


Comme  ci-dessus  (Chlorure  015  norm.) 

Solution  a  2%   de   caseine  -^  glyco-      i  gtt  de  brun  Bism. 
colle -<- hydroxyde  sodique  ^  NaCl      ,    i     »  BaSOj 
(Chlorure  0.14  norm.) 

Comme  cidessus  (Chlorure  O.14  norm.) 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  o.  14  norm,)     iV^glt  de  brun  Bism. 

I        .    BaS04 

Comme  ci-dessus  (Chlorure  0.14  norm.)  — 


2  gtt  de  brun  Bism. 


8.24 

8.82 
9-54 

9.81 
10.41 


9.11 


9-44 


8.24  !  Un  peu  1 

acide  qui 

bon  vir; 

8.82  '  Virage  e:- 
leiii 


9-57 


9.71 


.30     '     8.33      Bon  vir: 


9-34     i    9-33    Virage  e: 
lent 


•  54         8-34     ^^"^  ^'■'• 


8.90    Virage  e 
lent 


9-23 


8.58 

8.51 

Virage  e 
lent 

8.88 

8.81 



10.10 

9-79 

Bon  vi 

II.OI 

8.63 

8.10 

Sensible 
plusacit' 
le  bon  V 

930 

8.75 

Virage « 
leni 

I0-20 

9.91 

Bon  vi 

10.36 

10.30 

Plus  al 
que  le 

'         vim 

;roupe  des  phtaleines. 
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Alcanine 
(8.3—10.0) 

Naphtol-benzeine 

(8,5-9-8) 

Thymolphtaleine 

(9,3—10.5) 

Bleu  neutre 
(9.3—10.2) 

:        Observation 

Observation 

Ph 

Observation 

P+ 

Observation 

.1    Ne  se  laissail 
pas  ranger 

•Jon  mesurable 
son  mesurable 

,4          Teinte 
differente 

9.00 
9.55 

9-79 

Virage 
mediocre 

Virage  passable- 
ment  bon 

9.56 

9.85 
10.59 

9.33 

9-44 
9.76 

9.71 
10.14 

9-45 
9.98 

Virage 
excellent 

Un  pen  plus 
alcalin  que  le 
meilleur  virage 

A  la  limite 
du  virage 

Virage  assez 
bon 

Virage 
excellent 

Virage 
excellent 

Virage 
excellent 

8-93 
9-37 

Virage  passable- 
ment  bon 



'  9          Teinte 
differente 

7.86 
8.14 

Virage 
mediocre 

9.81 
10.30 

Teinte 
differente 

No 
No 

n   mesurable 
n  mesurable 

J 

S* 

ii6 

Tableau   15. 

Indica  It: 

Composition  de  la  solution  examinee 

Coloration 

des  liqueurs  de 

comparaison 

Trou 
par  c  1 
troii 
tri  e 

f 

Solution  0.05  mol.   de  carbonate  de  sodium 

Solution    a    2  "/o    de    gelatine  —  hydroxyde    sodifjue — 
Na  CI                                                   (Chlorure  o.oi  norm.) 

Comme  ci-dessus                                   (Chlorure  0,1  norm.) 

Solution    a    2  "/o   de    blanc    d'l'euf    de    poule    naturel 
+  glycocoUe  —  hydroxyde  sodique  —  NaCl 

(Chlorure  0.15  norm.) 

Pas  de  coloration 

2  gtt  de  curcumeine 
I     >      >    brun  Bism. 

2  gouttes  de  brun 
Bismarck 

-* 

11.; 

10.,^ 

sodique  et  d  acides  faibles.  V^u  le  fait  qu'un  caractere  chimique 
commun  a  tous  ces  indicateurs  consiste  a  ce  qu'ils  contiennent 
un  ou  plusieurs  groupes  phenol,  il  semble  logique  d'admettre 
que  leur  virage  est  directement  ou  indirectement  attribuable  a 
la  neutralisation  de  ces  groupes  legerement  acides. 

Etant  donne  que  parmi  les  indicateurs  en  question  il  n'y 
en  a  qu'un  tres  petit  nombre  qui  fournissent  un  virage  passable- 
ment  bon  et  que,  d'autre  part,  dans  les  scissions  enzymatiques 
on  ne  se  sert  que  bien  rarement  de  milieux  aussi  fortement 
alcalins  que  ceux  dont  il  s'agit  ici.  il  s  ensuit  que  dans  les 
etudes  de  ce  genre  on  n'a  guere  besoin  de  ces  indicateurs.  C'est 
pourquoi  nous  ne  nous  sommes  guere  preoccupes  de  ce  groupe, 
qui  —  outre  les  quatre  indicateurs  dont  nous  ferons  ci-apres 
une  mention  plus  detaillee  et  qui  donnent  un  virage  passable- 
ment  bon  —  comprend  toute  une  serie  d'autres  matieres  colo- 
rantes  presentant  des  virages  plus  ou  nioins  mediocres,  par  exem- 
ple  I'acide  />-naphtol-azo-parabenzenesullonique  (sel 
sodique,  tropeoline  000  n°2,  Griibler  &  O",  Schultz  n°  103), 
I'acide  benzene-azo-2-naph tol-6-sulfonique  (sel  sodique, 
ponceau  4GB,  Griibler  &  C'«,  Schultz  n°23),  I'acide  p-ni- 
trobenzene-azo-/>-resorcylique  (sel  sodique,  Griibler  & 
C'=,  Schultz  n""  38)  et  la  chrysamine  G  (preparation  comnier- 
ciale,  Schultz  n'  253). 


a)  Alizarine  (?„  =  10,1   a   12,1),  (voir  du  reste  p.  107). 

b)  Acide     p-nitrobenz^ne-azo-salicylique    (sel    sodique, 
jaune  d'alizarine    R,    Griibler  &  C'^ ,    Schultz    n"^' 37),  p~  =  10,1 


ii  point  tournant  alcalin. 
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Alizarine 
(lo.i  — 12.1) 


Observation 


Acide  p-nitroben- 
zene- azo-sal i  cy- 
lique  (lo.i  — 12. i) 


H 


Observation 


Acide  resorcino- 

azo -para  ben  zene- 

s  ulf  oniq  ue 

(11. 1  — 12.7) 


Pi         Observation 


Acide    /S-naphtol- 

azo-a  -naphtyl- 

aminosulfonique 

(10.5  — 12.1) 


P+ 


Observation 


"•45 

Bon   virage        10.40 

11.56 

10.72 


Virage  passa- 
blement  bon 


Bon  virage 


Bon  virage 

Assez  bon 
virage 

Virage 
excellent 

Teinte  un 
peu  differente 


11.45 


Bon  virage         11.52 


1 1.90  I      Bon   virage        11.56 

II. 31         Assez  bon 
virage 


Assez  bon 
virage 


ion  virage 


a   12,1);  o^"',:   dans   i   1.  d'eau.    Pour  10  cc,   de  liqueur  experimentee 
on  emploie  5   a  10  gouttes. 

c)  Acide  resorcino-azo-parabenzenesulfonique  (sel 
sodique,  tropeoline  o,  G rubier  &  C'^,  Schultz  n°ioi),  p+=ii,i 
a  12,7);  o?'',!  dans  i  1.  d'eau.  Pour  10  cc.  de  liqueur  experimentee 
on  prend  5   a   10  gouttes. 

d)  Acide  /5-nap  thol-azo-a-naphtylaminosulfonique  (sel 
sodique,  rouge  I,  Griibler  &  C'^,  Schultz  n°  121),  (p+  =  10,5  a 
12,1);  os'^,1  dissous  dans  500  cc.  d'alcool  +  eau  jusqu'a  i  1.  Pour 
10  cc.  de  liqueur  experimentee  on  prend   20  gouttes. 

Le  tableau  15  montre  que,  d'un  cote,  I'alizarine  ne  peut  pas 
servir  et,  de  I'autre,  que  dans  le  petit  nombre  de  cas  examines 
les  trois  autres  indicateurs  donnent  des  resultats  satisfaisants; 
c'est  dans  la  mesure  de  la  solution  de  blanc  d'oeuf  naturel 
que  I'erreur  est  generalement  la  plus  grande.  L'acide  p-ni- 
trobenzene-azo-salicylique  et  l'acide  resorcino-azo- 
parabenzenesulfonique  presentent  les  meilleurs  virages;  aussi 
avons-nous  employe  ces  deux  indicateurs  dans  les  cas,  peu  nom- 
breux,  oii  nous  avons  opere  sur  des  liqueurs  d'une  alcalinite 
aussi  elevee. 


En  me  f o n d  a n  t  sur  les  resultats  p r  e c e d e  ni  ni  e  n  t  ex- 
poses, je  crois  done  pouvoir  conseiller  {'usage  des 
indicateurs  suivants  dans  les  recherchesenzymatiques: 


Tableau    8 


I  N"  I,   Violet  de  metln-le Pn  =  O'' — 3-- 

I     -    2,   Ma u vein e —    0,1 — 2,9 


ii8 


Tableau   9 


Tableau 
10 


N°3,  Diphenylamino-azo-ben- 

zene Ph=  ^'^ — 2»' 

-  4,  Acide  diphenylamino- 
azo -parabenzenesul  fo- 
ri i  q  u  e —      1,4 — 2,6 

-  5,  Acide  diphenylamino- 
azo-  metabenzenesulfo- 
nique —      1,2 — 2,3 

-  6,  Benz\'lanilino-azo -ben- 
zene    —     2,3—3,3 

-  7,  xA-cide  benzylanilino-azo- 
parabenzenesulfonique  —      1,9 — 3,3 

-  8,  Acide  metachlorediethyl- 
anilino  -azo  -  paraben- 
zenesulfonique —      2,6 — 4,0 

-  9,  Dimeth}'lanilino-azo- 
benzene —     2,9 — 4,0 

-  10,  Acide  dimethylanilino- 
azo-benzenesulfonique  —      3,1 — 4,4 

-II,  a-Naphtylamino-azo-ben- 

zene —     3>7  — 5,o 

-12,  Acide  a-Naphtylamino- 
azo-parabenzenesulfo- 

nique —     3,5—5,7 

-13,  p- Nitrophenol —      5,0 — 7,0 

-  14,  Rouge  neutre —      6,8 — 8,0 

-13,  Acide  rosolique —      6,9 — 8,0 

-  16,  Acide  a-naphtol-azo-pa- 
rabenzenesulfonique.  .  —      7,6 — 8,9 

Tableau     f    -  17,  Phenolphtaleine —   8,3  —  10,0 

14  I    -  18,  Thymolphtaleine —  9,3 — 10,5 

I    -19,  Acide       p-nitrobenzene- 

azo-salicylique — 10,1  —  12,1 

15  I    -20,  Acide    resorcino-azo-pa- 
r  a  b  e  n  z  e  n  e  s  u  1  f  o  n  i  q  u  e .  .  —  11.1—12,7 


Tableau 
10 


Tableau   12 

1'  a  b  1  e  a  u 
13 


Ainsi  que  cela  ressort  des  chapitres  precedents, 
tons  ces  indicateurs  ne  presentent  pas  des  virages 
egalement  bien  marques,  et  surtout  ils  ne  sont  pas 
dune  applicabilite  egale  dans  toutes  les  circonstances. 
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Aussi,  dans  le  choix  d'un  indicateur  entre  ceux  que 
nous  venons  de  recommander,  faut-il  apporter  unsoin 
judicieux  et  notamment  prendre  en  consideration  les 
fa  its  signales  ci-apres: 

a)  Les  indicateurs  du  groupe  de  violet  de  methyle 
(numeros  i  et  2)  sont  particulierement  sensibles  vis- 
a-vis de  Taction  des  sels  neutres  (p.  91);  en  outre,  il 
est  a  remarquer  que  I'intensitede  la  coloration  change 
par  abandon,  changement  qui  a  lieu  d'autant  plusvite 
que  le  milieu  est  plus  acide  (p.  80). 

b)  Les  indicateurs  basiques  (n°^  3,  6,  9,  11  et  14)  se 
dissolvent  dans  le  toluene  ou  le  chloro forme  (p.  79); 
de  plus,  les  quatre  premiers  se  separent  partiellement 
par  abandon  prolonge  de  la  liqueur  experimentee 
(p.  81). 

c)  En  presence  de  proportions  abondantes  de  pro- 
teines  naturelles,  la  plupart  des  indicateurs  sont  inu- 
tilisables,  bien  que  certains  d'entre  eux  puissent  en- 
core servir:  N°^  i  et  2  (p.  94),  n°  13  (p.  86),  n°  16  (p,  112), 
n°=  17  et   18  (voir  tableau    14). 

d)  En  presence  de  produits  de  decomposition  pro- 
teique,  meme  en  proportions  assez  considerables, 
I'entiere  serie  d'indicateurs  peut  rendre  de  reels  ser- 
vices; toutefois,  meme  dans  ces  conditions,  quelques- 
uns  des  indicateurs  azoiques  acides  peuvent  donner 
lieu  a  des  erreurs  notables  (N°=  4,  5,  7,  8  et  10;  voir 
p.  85  et  les  tableaux  9,  10  et  11),  auquel  cas  on  aura  re- 
cours  aux  indicateurs  basiques  correspondants. 

e)  Lorsqu'il  n'est  question  que  de  petites  propor- 
tions de  proteines  ou  de  leurs  produits  de  decomposi- 
tion, les  indicateurs  azoiques  acides  sont  le  plus  sou- 
vent  prefe rabies  aux  basiques,  parce  que  ceux-la  ne 
sont  influences  ni  par  le  toluene  ni  par  lechloroforme, 
et  qu'ils  ne  se  separent  pas  des  solutions  par  abandon. 

f)  Dans  tous  les  cas  douteux  —  par  exemple  dans 
le  mesurage  colorimetrique  de  solutions  dont  on  ne 
connait  pas  la  maniere  de  reagir  \is-a-vis  de  I'indica- 
teur  considere  — ,  on  se  servira  du  mesurage  electro- 
m e t r  i q u e  c o m  m e  m e t h o d  e  e t a  1  o n ,   puis  on  d c t c  r  m  i  n e r a 
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la    bonte    de    I'indicateur    a    I'aide    d'une    mesure    elec- 
trometrique  et  cblorimetrique  comparative. 

C.    Importance  de  la  concentration  des  ions  hydrogene  dans 
les  reactions  enzymatiques. 

Dans  cette  partie  de  mon  travail  je  n'ai  pas  I'intention 
d'entrer  dans  les  details  donnes  dans  les  publications  excessive- 
ment  nombreuses  qui  se  rattachent  de  pres  ou  de  loin  au  pro- 
bleme  qui  nous  occupe:  conime  je  I'ai  dit  dans  I'introduction,  je 
me  propose  simplement  de  mettre  en  lumiere,  a  I'aide  de  quelques 
exemples,  le  role  important  que  joue  dans  les  scissions  enzymatiques 
la  concentration  en  ions  hydrogene. 

Comme  un  premier  exemple  —  exemple  que  je  compte 
traiter  avec  quelque  detail  —  j'ai  choisi  la  scission  enzymatique 
typique  et  si  souvent  examinee  du  sucre  de  canne  par  I'inter- 
mediaire  de  I'invertine.  Je  prie  M.  R.  Koefoed,  qui  depuis  quelque 
temps  deja  s'occupe  dans  notre  Laboratoire  de  Carlsberg  de 
recherches  sur  I'importance  qu'a  la  concentration  en  ions  hydro- 
gene pour  cette  reaction  enzymatique,  de  bien  vouloir  recevoir 
mes  remerciements  bien  sinceres  pour  I'obligeance  avec  laquelle 
il  m'a  permis  de  rendre  publique  une  partie  des  resultats  auxquels 
nous  sommes  arrives  jusqu'a  ce  jour. 

De  plus,  en  vue  d'elucider  I'importance  que  presente  dans 
d'autres  scissions  enzymatiques  la  concentration  ionique,  je 
donnerai  dans  la  suite  quelques  series  d'experiences  sur  la 
catalase  (effectuees  par  M.  H.  Jessen -Hansen)  et  sur  la 
pepsine  (faites  par  M.  E.  Jiirgensen).  Qu'il  me  soit  permis  de 
presenter  encore  ici  a  ces  messieurs  mes  collaborateurs,  mes 
meilleurs  remerciements  du  zele  assidu  avec  lequel  ils  ont  ac- 
compli ces  recherches  en  grande  partie  assez  compliquees. 

a.     Invertine. 

Deja  KjeldahP),  a  demontre  que  la  scission  du  sucre  de 
canne  par  I'intermcdiaire  de  I'inventine  est  favorisee  par  I'addition 
de  doses  tres  minimes  d'acide  sulfurique,  tandis  que  des  propor- 
tions tant  soit  peu  plus  grandes  exercent  sur  la  reaction  enzy- 
matique une  influence  retardatrice  tres  marquee.     11    ressort   des 


'■)  Meddelelser  fra  Carlsberg  Laboratoriet  1,   337  (1881). 
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experiences  de  ce  savant  que  la  dose  optimale  d'acide  sulfurique 
est  d'environ  5  cc.  d'une  solution  norm,  au  ^/loo  pour  un  volume 
total  de  100  cc. 

Dans  leur  grand  travail  sur  I'invertine,  O'Sullivan  et 
F.  W.Tompson^)  confirment  I'exactitude  des  observations  de 
Kjeldahl  sur  ce  domaine;  mais  en  meme  temps  ils  signalent  ce 
fait,  que  la  dose  optimale  d'acide  sulfurique  est  assez  variable 
selon  la  temperature  a  laquelle  I'essai  est  fait,  comme  aussi 
suivant  la  nature  et  la  proportion  de  I'enzyme  mise  en  oeuvre; 
cependant,  quant  a  la  cause  de  ces  variations,  ils  declarent  a 
plusieurs  reprises  ne  pas  la  comprendre. 

Etant  donne  qu'une  solution  d'invertine  renferme  des  sub- 
stances susceptibles  de  se  combiner  avec  des  acides,  il  n'y  a 
rien  de  surprenant  a  ce  que  la  dose  optimale  d'acide  sulfurique 
depende  aussi  bien  de  la  quantite  de  solution  enzymatique  utili- 
see  que  de  sa  teneur  plus  ou  moins  elevee  en  substances  fixant 
des  acides.  Un  dosage  exact  de  la  proportion  de  ces  dernieres 
n'est  pas  possible  et,  par  suite,  il  ne  nous  sera  pas  non  plus 
possible  d'indiquer  la  dose  optimale  d'acide  dans  des  conditions 
experimentales  d'ailleurs  constantes. 

Par  contre,  en  tenant  compte  de  la  relation,  indiquee  dans 
introduction  a  ce  memoire,  entre  I'acidite  et  la  concentration 
ionique,  il  y  aura  lieu  de  s'attendre  a  ce  que,  dans  des  con- 
ditions experimentales  d'ailleurs  identiques,  la  con- 
centration optimale  en  ions  hydrogene  se  trouve  etre 
la  meme  quelles  que  soient  la  nature  et  la  quantite  de 
I'invertine.  Qu'il  en  est  reellement  ainsi,  c'est  ce  qui  appert 
d'un  grand  nombre  d'essais  operes  dans  notre  laboratoire  et  dont 
nous  allons  exposer,  a  titre  d'exemples,  quelques  series  faites 
sur  trois  solutions  d'invertine  dont  la  composition  et  surtout 
aussi  la  teneur  en  azote  accusaient  des  differences  tres  consi- 
derables. 

L'expose  que  nous  ferons  ci-dessous  (p.  131)  fera  voir  que, 
d'un  cote,  la  dose  optimale  d'acide  sulfurique  est  tres  differente 
pour  ces  trois  solutions  enzymatiques.  tandis  que,  de  I'autre  cote, 
la  concentration  optimale  en  ions  hydrogene  est  la  meme  pour 
toutes  (c'est  ce  que  la  table  2  montre  nettement). 

Nous  avons  ensuite  procede  a   I'examen    de    la    question    de 


')  Journal   of  the   Chem.  Soc.  London   57,    854  (1890). 
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savoir  si  la  concentration  ionique  optimale  depend  de  I'acide 
mis  en  oeuvre.  A  priori,  il  parait  probable  que  I'anion  de  I'acide 
a,  lui  aussi,  quelque  influence  sur  la  vitesse  de  la  reaction;  mais, 
d'un  autre  cote,  il  semble  tout  naturel  de  penser  que,  pour  ce  qui 
est  du  milieu  propre  de  toute  reaction  biologique,  a  savoir:  I'eau,  ses 
ions  —  dans  le  cas  de  I'inversion  du  sucre  les  ions  hydrogene, 
dans  diverses  autres  reactions  enzymatiques  les  ions  hydroxyle 
—  jouent  un  role  beaucoup  plus  important  et  qu'ils  accom- 
plissent  une  tout  autre  fonction  que  celle  des  autres  ions  appa- 
raissant  dans  les  liquides  biologiques.  Aussi,  d'accord  avec  cette 
maniere  de  voir,  a-t-on  pu  reconnaitre  que  la  concentration  op- 
timale en  ions  hydrogene  est  sensiblement  la  meme,  qu'on  fasse 
usage  comme  acidifiant  d'acide  sulfurique,  d'acide  phosphorique 
on  d'acide  citrique. 

Si  pour  nos  experiences  nous  avons  choisi  ces  deux  der- 
niers  acides  ou,  pour  mieux  dire,  des  melanges  appropries  de 
phosphates  ou  de  citrates,  c'est  que,  comme  il  a  deja  ete  dit 
(p.  19),  de  semblables  melanges  constituent  d'excellents  tampons. 
Aux  pages  133  et  suiv.  avec  la  table  3,  on  trouvera  un  expose 
plus  detaille  de  quelques-unes  des  series  experimentales  y 
relatives. 

Deja  dans  introduction  (voir  p.  6),  en  faisant  la  description 
de  la  marche  generale  des  courbes  de  concentration  en  ions  hy- 
drogene, nous  avons  signale  la  possibilite  que  la  descente  des 
courbes  ayant  lieu  d'un  cote,  ou  dans  certains  cas  peut-etre  des 
deux  cotes  de  la  zone  optimale,  soit  due  a  une  decomposition 
de  I'enzj'me  aux  concentrations  ioniques  en  question.  Si  cette 
supposition  est  exacte,  il  est  evident  que,  dans  les  etudes  sur 
la  cinetique  des  reactions  enzymatiques,  il  est  de  toute 
importance  de  connaitre  aussi  bien  la  concentration  en  ions  h\- 
drogene  du  milieu  que  la  stabilite  de  I'enzyme  dans  ces  condi- 
tions, attendu  qu'uiie  reaction  qui,  avec  une  teneur  constante  en 
enzyme,  prend  I'allure  d'une  reaction  monomoleculaire,  montrera 
evidemment  une  constante  continuellement  decroissante  de  reac- 
tion, si  au  cours  de  I'experience  I'enzyme  subit  une  decomposition 
graduelle.  On  trouvera  plus  loin  (p.  138  et  suiv.)  quelques  series 
d'experiences  operees  en  vue  declaircir  ce  phenomene  pour  ce  qui 
concerne  la  scission  par  Tintermediaire  de  I'invertine. 

i^  Preparation  de  Tinvertine  et  dispositif  experi- 
mental.   Pour  la  preparation  des  solutions  d'invertine  employees, 


on  s'est  servi  de  levure  fraiche  de  brasserie  a  fermentation  basse, 
qui  fut  lavee  soigneusement  a  plusieurs  reprises  avec  de  I'eau, 
finalement  deux  fois  a  I'eau  distillee,  apres  quoi  on  exprima 
I'eau.  En  partant  de  la  levure  a  demi  seche  ainsi  preparee,  on 
obtint  la  solution  d'invertine  en  procedant  de  trois  manieres 
differentes: 

a.  Apres  avoir  delaye  la  levure  a  15  *^  dans  un  egal  poids 
d'eau,  on  I'abandonna,  en  agitant  de  temps  en  temps,  pendant 
5  jours  dans  une  glaciere ;  ensuite,  on  separa  la  levure  par  fil- 
tration. La  solution  limpide  d'invertine  fut  secouee  avec  ^U  de 
son  poids  de  kaoline^),  puis  filtree  a  nouveau.  La  liqueur  lim- 
pide et  jaune  ainsi  obtenue  fut  saturee  de  toluene  et  conservee 
dans  la  glaciere;  avant  de  s'en  servir,  on  I'etendit  avec  une 
quantite  convenable  d'eau  distillee. 

La  solution  d'invertine  B  mentionnee  dans  la  suite  a  ete  pre- 
paree au  moyen  d'une  solution  obtenue  de  cette  fagon,  en  I'etendant 
avec  3   volumes  d'eau. 

En  chauffant  une  telle  solution  d'invertine  pendant  i  heure 
environ  jusque  vers  52*^,  on  voit  se  deposer  un  pen  de  depot,  et 
en  meme  temps  le  pouvoir  inversif  s'affaiblit  un  pen.  En  re- 
vanche, il  y  a  cet  avantage  que,  par  inversion  au  moyen  d'une 
pareille  solution  chauffee  et  puis  filtree,  le  milieu  se  maintient 
limpide. 

La  solution  d'invertine  A  a  ete  preparee  a  partir  d'une  telle 
solution  en  I'etendant  avec   i   volume  d'eau. 

[i)  La  levure  fut  traitee  avec  de  I'eau  a  35°  a  40 **  pendant 
435  heures;  du  reste,  le  mode  operatoire  etait  le  meme  que 
celui  decrit  ci-dessus  (a). 

Pour  preparer  la  solution  d'invertine  D,  on  a  etendu  avec  i 
volume  d'eau  la  solution  obtenue  de  la  mani^re  indiquee-,  pour  la  solu- 
tion d'invertine  E,  on  s'est  servi  d'une  solution  analogue,  qu'on  a 
etendue  avec  3  volumes  d'eau. 

;')  La  levure  fut  delayee  a  la  temperature  ordinaire  avec  */5 
de  son  poids  d'alcool  a  95  Vo'^).  Apres  24  heures  de  repos,  on 
filtra,  puis  pressura  la  levure  Ainsi  traitee  et  ensuite  delayee 
avec  le  double  de  son  poids  d'eau,  elle  fut  abandonnee  pen- 
dant 5  jours  dans  la  glaciere,  apres  quoi  on  filtra.  La  liqueur, 
qui  etait  d'un  beau  jaune  clair,  fut  secouee  avec  de  la  kaoline; 


')  Michaelis:  Bioch.  Zeitschr.  7,   489  (1907). 

')   W.A.Osborne:   Zeitschr.  physiol.  Chcinie  28,  408  ;i899;,  <i  H.  llaliicr 
il'U.  42,   3  (1904 J. 
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puis  —  afin  d'expulser  la  derniere  trace  d'alcool  —  evaporee 
dans  le  vide  a  basse  temperature  jusqu'a  la  moitie  de  son  vo- 
lume. Apres  avoir  sature  la  solution  de  toluene,  on  la  pla(;a 
dans  la  glaciere. 

Pour  la  preparation  de  la  solution  d'invertine  C,  on  s'est  servi 
d'une  solution  ainsi  obtenue  et  qu'on  a  etendue  de  7  volumes  d'eau, 
et  pour  la  solution  F  on  a  employe  une  solution  semblable  etendue 
avec  6^/2  volumes  d'eau. 

Mode  operatoire.  Apres  avoir  etabli,  par  des  essais  pre- 
liminaires,  jusqu'a  quel  point  il  fallait  diluer  la  solution  d'inver- 
tine consideree  pour  qu'elle  put  fournir  dans  un  espace  de  temps 
convenable  une  inversion  appropriee,  et  apres  avoir  determine 
par  des  mesures  colorimetriques  provisoires,  quelles  etaient  les 
doses  d'acide  sulfurique  ou,  dans  d'autres  essais,  les  doses  de 
phosphates  ou  de  citrates  qu'il  fallait  ajouter  aux  liqueurs  expe- 
rimentees  pour  donner  a  celles-ci'  les  concentrations  voulues  en 
ions  hydrogene,  on  proceda  de  la  maniere  suivante  aux  expe- 
riences decrites  sous  les  rubriques  2  et  3 : 

Dans  une  serie  de  fioles  de  lOO  cc,  on  mesura  exactement 
50  cc.  d'une  solution  a  env.  lO^/o  de  sucre  de  canne,  puis  les 
doses,  determinees  par  les  essais  preliminaires,  d'acide  sulfurique, 
de  phosphates  ou  de  citrates,  et  enfin  une  quantite  d'eau  telle 
qu'apres  I'addition  ulterieure  d'invertine  le  volume  totale  s'elevat 
a  95  cc.  Apres  avoir  distribue  la  solution  d'invertine  dans  un 
certain  nombre  de  petites  fioles,  on  chaulTa  chacun  des  melanges 
ainsi  prepares  ainsi  que  la  solution  d'invertine  correspondante, 
pendant  10  minutes  dans  un  bain-marie  a  52°.  Ensuite,  a  une 
heure  determinee,  on  versa  dans  la  liqueur  sucree  la  quantite 
exactement  pipettee  de  la  solution  inversive  et,  apres  des  agitations 
repetees,  on  plaga  les  melanges  ainsi  obtenus  dans  un  bain-marie 
muni  d'un  agitateur  et  d'un  regulateur  de  toluene  Ostwald; 
afin  d'obvier  a  I'evaporation,  la  surface  d'eau  du  bain-marie  etait 
recouverte  d'une  couche  d'huile.  La  temperature  etait  main- 
tenue  constante  a  52°.  Apres  exactement  une  heure  de  repos 
a  cette  temperature,  on  ajouta  2  cc.  de  solution  a  3*^/0  de  chlo- 
rure  mercurique,  ce  qui  a  pour  eftet  la  cessation  immediate  de 
I'inversion.  Ensuite,  apres  avoir  place  la  fiole  dans  de  I'eau 
froide,  on  I'abandonna  a  I'obscurite  ou  a  la  lumiere  diffuse, 
jusqu'a  ce  que  la  polarisation  put  avoir  lieu;  avant  celle-ci ,  on 
dilua  jusqu'a   100  cc.  exactement,  et  on  filtra   la  liqueur   si    cela 
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etait  necessaire.  A  cause  de  la  multirotation,  on  ne  faisait  jamais 
la  mesure  polarimetrique  qu'au  bout  de  4  heures  apres  raddition 
du  chlorure  mercurique,  et  on  laissait  rarement  s'ecouler  plus  de 
30  heures  apres  cette  addition^). 

En  meme  temps  que  ces  experiences  sur  I'invertine  ac- 
tive, nous  avons  entrepris  quelques  essais,  resumes  dans  les 
tableaux  ci-dessous,  sur  1'  invertine  passive,  c.  a  d.  une  so- 
lution d'invertine  chaufifee  pendant  une  heure  dans  I'eau  bouil- 
lante,  puis  filtree.  Ces  essais  nous  ont  permis  d'etablir,  quelle 
est  Taction  inversive  qu'il  faut  attribuer  aux  ions  hydrogene  du 
milieu  en  I'absence  d'invertine,  et  en  nous  basant  sur  les  resul- 
tats  obtenus,  nous  avons  calcule  I'efifet  enzymatique  comme  la 
difference  entre  I'inversion  totale  et  celle  due  aux  ions  hydro- 
gene  seuls^). 

Ces  essais  sur  I'invertine  passive  ont  montre  que,  dans  des 
solutions  ayant   une   concentration    en    ions    hydrogene   inferieure 


a 


I0~3'7  a   10^3,8  {correspondant  a  un  p+    superieur  a  3,7  a  3,8), 
il   ne   se    produisait    pas    d'effet  inversif  mesurable    et    provenant 


1)  C.S.Hudson  Qournal  of  the  Amer.  Chem.  Soc.  30,  1160  et  1564  (1908)) 
a  sans  doute  raison  quand  il  considere  comme  erronees  beaucoup  des 
recherches  anterieures  sur  I'inversion  du  sucre  de  canne,  parce  qu'on  n'a 
pas  tenu  diiment  compte  de  la  multirotation  du  sucre  inverti  forme ,  et 
notamrtient  de  celle  du  glucose.  Pour  cette  raison,  Hudson  recommande 
d'arreter  I'inversion  par  addition  dun  peu  de  lessive  de  potasse  —  ainsi 
que  I'ont  fait  O' Sullivan  et  Tompson  (v.  I'endroit  cite)  —  ou ,  mieux 
encore,  en  ajoutant  quelques  gouttes  d'une  forte  solution  de  carbonate  de  soude. 
En  effet,  en  rendant  alcalin  le  milieu,  on  arrive  non  seulement  a  arreter 
I'inversion,  mais  on  obtient  encore,  en  quelques  minutes,  une  valeur  constante 
de  la  rotation.  Si  nous  avons  adopte  le  precede  de  Kjeldahl  (v.  I'endroit 
cite),  qui  consiste  a  faire  cesser  I'inversion  par  addition  dc  chlorure  mer- 
curiiiue,  c'est  parce  que  nous  avons  trouve  qu'au  bout  de  3  a  4  heures 
d'abandon,  la  multirotation  n'est  plus  sensible,  pratiquemenl  parlant,  et  que, 
abandonnees  a  elles-memes,  quelques-unes  au  moins  des  solutions  traiiees 
au  chlorure  mercuriipie  et  examinees  par  nous,  se  conservaient  mieux  que 
ne  le  faisaient  les  solutions  correspondantes  traitees  d'apres  le  proccde  de 
Hudson. 

Nous  nous  proposons  cepcndant  d'effectuer  des  essais  de  controle  com- 
paratifs  en  vue  d'elucider  ce  cote  de  la  question,  ei  nous  y  reviendrons 
plus  tard  dans  un  travail  detaille  sur  I'inversion  du  sucre  de  canne. 

*)  Nous  n'ignorons  point  que  ce  mode  de  calcul  ne  serait  parfaitement  exact 
que  s'il  s'agissait  de  la  difference  entre  les  constantcs  de  vitesse ;  mais  ici 
la  petite  erreur  inhtrente  au  mode  dc  calcul  est  sans  aucunc  importance. 
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Tableau    1 6 . 

50  cc.  de  solution  de  saccharose  -f  a  cc.  d'acide  sulfurique  0.02  norm. 
-H  (35~3,)  cc.  d'eau  +   10  cc.  de  solution  d'invertine  A  (I3™s^75  N). 

(o  =  +  6.30) 


"5 

V 

V 

_c 

1) 
> 
c 

V 

t; 
0 

3 
1 

Dose  employee 

d'acide  sulfurique 

norm,  au  Vso  (en  cc.) 

Changement  de  rotation 
observe  (Degres) 

Changemenl  de  rotation 

(en  degres)  provenant 

de  Taction  inversive 

des  ions  hydrogene 

Effet  de 
1 '  e  n  z  y  m  e 

Concentration  en 
ions  hydrogene 

0 

0 

■-. 

£ 

0   0 
P'Zf 

tc'X.  w 

c    °  M 

0    0  «, 

C     _    C3 

1         H 

Observation 

I 

act. 

a 
0 

4.16 

4.16 

50-3 

6.81 

Melange  de 
phosph.;Noi4 

2 

— 

2. 

5-54 

5-54 

67.0 

6.37 

Melange  de 
phosph. ;  No  1 3 

3 

— 

3-5 

6.22 

6.22 

75.2 

5.86 

— 

4 

pass. 

3-5 

0.00 

5.86 

— 

5 

act. 

6 

6.59 

659 

79-7 

5-19 

Melange  de 
citr. ;  No  12 

6 

— 

9 

6.67 

6.67 

80.6 

4.62 

— 

7 

14 

6.58 

6.58 

79-5 

4.00 

Mel.  de  citr. 

et  de  glycoc; 

No  10 

8 

— 

18 

6.49 

0.03 

6.46 

78.1 

3.61 

— 

9 

pass. 

18 

0.03 

0.03 

3.61 

— 

10 

act. 

26 

5.55 

0.14 

5.41 

65.4 

3.22 

Melange  de 
glycoc;  No  8 

II 

pass. 

26 

0.14 

0.14 

.  .  . 

3.22 

— 

12 

act. 

35 

1-75 

0.28 

1-47 

17.8 

2.89 

— 

13 

pass. 

35 

0.28 

0.28 

2.89 

— 

des  ions  hydrogene  seuls^).  C'est  pourquoi,  pour  toutes  les 
solutions  d'une  serie  d'essais,  nous  avons  pose  la  rotation  initiale 
(a)  egale  a  la  rotation  moyenne  des  solutions  passives  dont 
Texposant  d'ions  hydrogene  est  superieur  a  3,8-). 


^)  Dans  presque  tous  les  cas  ou  la  concentration  en  ions  hydrogene  du  milieu 
a  eie  assez  grande  pour  que  les  ions  hydrogene  aient  pu  exercer  une  action 
inversive,  nous  avons  effcctuc  tant  des  essais  actifs  que  des  essais  passifs ; 
dans  les  cas  exceptionnels  ou  nous  avons  omis  ces  derniers ,  nous  avons  eu 
recours  a  une  interpolation  graphique  pour  juger  de  Taction  inversive  de 
ces  ions.  Dans  les  tableaux  ces  valeurs  graphiquement  trouvces  sont  mises 
entre  parentheses. 

*)  Au  moyen  d'essais  de  controle  sur  des  solutions  pures  de  sucre  de  canne, 
de  glucose  ou  de  fructose,  solutions  diluees  soit  avec  de  Teau,  soit  avec 
les    liqueurs    employees    pour    les    essais    d'inversion     (solution     d'invertine, 
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Tableau   1 7 . 

50  cc.  de  solution  de  saccharose  +  a  cc.  d'acide  sulfurique  0.02  norm: 
-{-  (35 — a)  cc.  d'eau  +  10  cc.  de    solution  d^invertine  B  (7^2^.15  N). 

(a  -+  6.43) 


cS 

1 
> 

<D 

(U 

(luantitc  employee 

d'acide  sulfurique 

norm,  au   ^/r,o  (en  cc.) 

Changement  dc  rotation 
observee  (Degres) 

Changement  de  rotation 

(en  degres)   provenant 

de  Taction  inversive 

des   ions   hydrogene 

Effet  de         ' 
r  enzyme 

Concentration  en 
ions    hydrogene 

<u 

0 

u 

s 

3 

Changement 

de  rotation 

(Degres) 

Inversion 
en  "/o  du  sac- 
charose total) 

Ph 

Observation 

14 

act. 

a 

0 

4.82 

4.82 

57-1 

6.90 

Melange  de 
phosph.;Noi4 

15 

— 

1.5 

7-03 

703 

83.3 

6.10 

Melange  de 
phosph.;Noi3 

16 

3 

7-55 

7-55 

89.4 

5-23 

Melange  de 
citr. ;  No  12 

17 

pass. 

3 

0.00 

523 

— 

18 

act. 

4.5 

7.64 

7.64 

90.5 

4.76 

— 

19 

— 

6 

7-65 

7.65 

90.6 

436 

— 

20 

— 

8 

7-50 

7.50 

88.8 

3.86 

Melange  de 
glycoc;  N°  10 

21 

— 

12 

7-44 

0.16 

7.28 

86.2 

3-37 

— 

22 

pass. 

12 

0.16 

0  16 

3-37 

— 

23 

act. 

20 

4-34 

0.29 

405 

48.0 

302 

Melange  de 
glycoc;  No  8 

24 

pass. 

20 

0.29 

0.29 

3.02 

— 

25 

act. 

35 

0.86 

0.58 

0.28 

3-3 

2.55 

Melange  de 
glycoc;  N'l  7 

26 

pass. 

35 

0.58 

0.58 

. 

2.55 

— 

En  calculant  la  quantite  de  sucre  mverti,  nous  avons,  pour 
une  solution  a  environ  5^0  de  sucre  de  canne,  pose  [a]-°  egal 
a -4- 66 '^,62^),  et  pour  une  solution  de  sucre  inverti  de  concen- 
tration analogue,  egal  a  -f-  19*^,81. 


solution  de  chlorure  mercurique,  acide  sult'uri([ue  faible ,  melanges  de  ]ihos- 
phales  ou  de  citrates),  nous  nous  sommes  assures  que  Taddilion  dc  ces 
substances  en  ]ictites  quantites  n'avait  pas  d'influcnce  mesurable  sur  le  pou- 
vour  rolaioire  et  que  les  melanges  de  phosphates  ou  de  citrates ,  meme  en 
quantites  aussi  considerables  que  celles  employees  dans  quehpies-uns  des 
essais  exposes  plus  tare!  (p.  133),  avaient  une  intluence  icllemcnt  minime 
•juc,  en  consideration  du  but  <Ie  ces  essais,  nous  n'avons  pas  cru  nccessaire 
d'en  tenir  compte. 
II.  I.andolt:    Her.  d.  d.  chem.  Ces.  21,    198  (1888). 
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Tableau   i8. 

50  cc.  de  solution  de  saccharose  +  a  cc.  d'acide  sulfuri(|ue  0.02  norm. 
+  (35 — a)  cc.  d'eau  +   10  cc.  de  solution  d'invertine  C   (s^'^'s  N). 

lu  =  +  6.91) 


•V 

0) 

U 

r. 

c 

"5. 

k. 

u 

a 

<D 

3 

<n 

■1) 

V 

3 

at 

at 

3 

ei 

s 

C-c 

0 

c 

rt    c 


c  -5 


en  -W 


u 


p  >  o 

^  o   >  u 

lu  !;  =  -c 

-c  -^-'  >^ 
^^  c  -= 

C  to    o 

»>  4J    n!  .2 

S  C    lU    *J 


Effet  de 
1'  enzyme 


i  Concentration  en 

||     ions  hydrogene 

n 


D     O 

Wo  ^ 


M 


tS 


C    c3    rt 


•«-§- 


k-     s-i     ~ 


Observation 


27 

28 
29 

30 
31 
32 
33 
34 
35 

36 
37 

38 
39 


pass, 
act. 


pass. 
act. 


40       pass. 


05 
i.o 

I.O 

1-5 
2.0 

2-5 

3-0 
4.0 

5.0 
6.0 

6.0 
9.0 

9.0 


I    6.68 

7-55 
7-79 

0.00 

7-93 
7-95 
7-95 
7-93 
6.66 


2.77 
0-93 

0.05 
0-43 

0.17 


0.05 

0.05 
0.17 

0.17 


6.68 

7-55 
7-79 


7-93 
7-95 
7-95 
7-93 
6.66 


2.77 
0.88 


0.26 


73.6 

6.34 

83.2 

6.03 

85-9 

5-54 

5-54 

87.4 

5-13 

87.6 

4-65 

87.6  1 

4-45 

87.4 

4.32 

73-4 

3.86 

30.5 

3.68 

9-7 

3-43 

3-43 

2.9 

315 

3-15 

Melange  de 
phosph.;Xo  13 

Melange  de 
citr. ;  No  1 2 


Mel.  de  citr. 
et  de  glycoc. ; 

No  10 

Melange  de 
glycoc. ;  No  10 

Melange  de 
glycoc;  No  8 


[u]^  pour  une  solution  a  2,5*^/0  de  glucose:  -f-  52^,55^)  et  pour 
une  solution  k  env.  2,25^/0  de  fructose:  -^  92*^,17-);  V2  (+  52*^,55 
-^  920,17)  =  H-  19^,81. 

Etant   donne    que    342 s^,  18    de    sucre    de    canne    fournissent 

36o'',2o  de  Sucre  inx'erti,  il  s  ensuit  qu'une  quantite  de  sucre  de 

canne  correspondant  a  une  rotation  de    +  a°  produira,  apres  inver- 

19,81  X  360,20 
sion  complete,  une  rotation  de  -f-  a -^— ; — — ^  —  -i-  a  X  0,313. 

^  66,62  X  342,18 

Par    consequent,    pour    arriver   au    changement   total    de    rotation 


^)  B.  Tollens:   Ber.  d.  d.  chem.  Ges.  17,   2238  (li 
*)  H.  Ost:  /Wrt-.  24.    1638  (1891). 
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Tableau   ig. 

50  cc.  de  solution  de  saccharose  -^  a  cc.  d'acide  sulfurique  0.02-norm. 
+  (35 — a)  cc.  de  sulfate  de  sodium  0.02-norm.  +  10  cc.  de  solution 
d'invertine  C  {3"'^'.3  N).  (a  =  +  6.91). 


'5 

OJ 

c 

> 
c 

a: 

3 

n 
2; 

Quantite  employee 

d'acide  siilfuriiiue 

norm,  au  Voo  (en  cc.) 

0  <-< 
-So 

3    u 

OJ     "U 

0 

Changement  de  rotation 

(en   degres)  provenant 

de   Taction   inversive 

des  ions  hydrogcne 

Effet  de 
1  'enzyme 

Concentration  en 
ions  hydrogcne 

0) 

XJ 

0 
;h 

-ii 

s 

3 

U     0 
p  ■";    en 

Wo    ^ 

■^^^ 
■0  '^ 

c  0  "3 

t/>  3 
«   0  0 

Ph 

Observation 

41 

act. 

a 
0 

6.74 

6.74 

74-3 

6.37 

Melange  de 
phosph.;No  13 

42 

— 

05 

7.40 

7.40 

81.6 

6.03 

— 

43 

— 

I.O 

7-57 

7-57 

83.4 

5-54 

Melange  de 
citr.;  No  12 

44 

pass. 

I.O 

0.02 

5-54 

— 

45 

act. 

1-5 

7.63 

7.63 

84.1 

5-31 

— 

46 

— 

2.0 

7.82 

7.82 

86.2 

4-74 

—      ■ 

47 

— 

2.5 

7.87 

7.87 

.86.7 

4-54 

— 

48 

— 

30 

7.85 

7.85 

86.5 

4.32 

— 

49 

4.0 

7-47 

7-47 

82.3 

3-95 

Mel.  de  citr. 

et  de  glycoc; 

No  10 

50 

— 

50 

5-07 

5-07 

55-9 

3.81 

— 

51 

— 

6.0 

2.07 

0.17 

1.90 

20.9 

3-54 

Melange  de 
glcyoc;  No  10 

52 

pass. 

6.0 

0.17 

0.17 

3-54 

— 

53 

act. 

9.0 

0.49 

0.32 

0.17 

1-9 

3.20 

Melange  de 
glycoc;  No  8 

54 

pass. 

9.0 

0.32 

0.32 

•  •  • 

3.20 

— 

auquel  donne  li^u  une  inversion  complete,  il  faut  multiplier  par  1,313 
la  valeur  de  a  indiquee  en  tete  de  chacun  des  tableaux  qui  suivent. 
Les  six  essais  relates  aux  pages  138  et  suiv.  ont  ete  executes 
suivant  exactement  le  meme  principe  que  ceux  que  nous  venons 
de  decrire.  Pour  chaque  essai  on  a  mis  en  oeuvre  150  cc.  de 
solution  de  sucre  de  canne,  30  cc.  d'un  melange  approprie  de 
citrates  et  75  cc.  d'eau.  On  a  melange  ces  liquides  dans  un 
matras  en  verre  d'lena  de  300  cc.  de  capacite,  ferme  au  moyen 
dun  bouchon  traverse  par  une  pipette  jaugee  de  25  cc.  Apres 
chaufifage  a  52^  opere  dune  maniere  determinee  et  pendant  un 
espace  de  temps  determine,  on  a  ajoute  30  cc.   de  solution  d'in- 

9 
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vertine  chauffee  egalement  pendant  un  temps  determine,  et  en- 
suite,  apres  avoir  bien  agite,  on  a  place  le  matras  dans  le  bain- 
marie  ci-dessus  mentionne  et  dont  la  temperature  a  ete  maintenue 
entre  52°,!  ct  52*',2.  Deux  minutes  apres  I'addition  de  la  solu- 
tion enzymatique,  on  a  preleve  le  premier  echantillon  de  25  cc, 
et  puis,  a  des  intervalles  d'un  ou  plusieurs  quarts  d'heure,  des 
echantillons  ulterieurs.  Les  echantillons  preleves  ont  ete  verses 
dans  des  eprouvettes  placees  dans  de  I'eau  froide  et  renfermant 
chacune  i  cc.  de  solution  a  3%  de  chlorure  mercurique.  D'ailleurs, 
le  mode  operatoire  ainsi  que  le  calcul  de  I'etendue  de  I'inversion, 
etaient  tout  a  fait  les  memes  que  precedemment. 

La  concentration  en  ions  hydrogene  fut  determinee 
dans  des  solutions  particulieres  dont  la  composition  etait  iden- 
tique  a  celle  des  liqueurs  dont  on  avait  a  etudier  I'inversion. 
La  determination  de  la  concentration  ionique  fut  executee  par 
colorimetrie  en  procedant  de  la  fagon  decrite  plus  haut  (p.  71). 
Dans  la  derniere  colonne  des  tableaux  16  a  23  et  en  tete  de 
chacun  des  tableaux  24  a  29,  nous  avons  indique  le  genre  de 
liqueurs  de  comparaison  ainsi  que  le  numero  que  porte  I'indi- 
cateur  employe  dans  la  liste  donnee  plus  haut  (p.  117). 

Generalement,  on  n'a  pu  constater  de  difference  appreciable 
de  concentration  ionique  entre  les  melanges  prepares  avec  de 
I'invertine  active  et  ceux  a  I'invertine  passive,  et  de  meme  —  en 
tout  cas  pour  les  solutions  renfermant  des  tampons  (melanges  de 
phosphates  ou  de  citrates)  —  il  n'y  avait  pas  de  difference  con- 
statable  de  concentration  ionique  avant  et  apres  inversion. 

II  est  a  remarquer  encore  que,  d'un  cote,  la  concentration  en 
ions  hydrogene  se  laisse  determiner  avec  une  grande  precision 
dans  les  solutions  contenant  des  phosphates  ou  des  citrates 
aussi  bien  que  dans  celles  tant  soit  peu  riches. en  acide  sulfu- 
rique,  tandis  que,  de  I'autre  cote,  il  n'en  est  plus  ainsi  en  ce 
qui  concerne  les  melanges  de  solutions  enzymatiques  et  sucrees 
et  renfermant  peu  ou  point  d'acide  sulfurique.  Dans  le  mesurage 
colorimetrique  de  solutions  ne  contenant  que  des  quantites  fort 
minimes  d'electrolytes  faibles,  il  y  a  possibilite  que  la  teneur 
en  ions  hydrogene  de  la  liqueur  indicatrice  soit  suffisante  pour 
deplacer  la  concentration  ionique  de  la  solution  presque  entiere- 
ment  depourvue  de   »tampons«^).     Dun  autre    cote,    il   faut  dire 

^)  Comparez    H.  Friedenthal :    Zeitschr.    fiir   Elektrochemie    10,    117  (i904\ 
Bruno  Fels:   Hid.   10,    214;    Ed.  Salm:   ifiid.   10,   345. 
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que  le  mesurage  electrometrique  ne  peut  pas  non  plus  etre  execute 
avec  toute  la  precision  desirable,  attendu  que  la  teneur  de  la 
liqueur  en  electrolytes,  et  partant  sa  conductibilite,  est  bien 
minime. 

2*^   Essais   a   addition    d'acide    sulfurique.      Dans   les 

[tableaux  i6  a  19  (pp.  126  a  129)  se  trouvent  rassembles  les  resultats 

d'une  serie  d'essais  d'inversion  dans  lesquels  on  a  ajoute  des  doses 

[varices  d'acide  sulfurique  norm,  au  V50   et  employe   les   trois  so- 

jlutions  d'invertine  difterentes  A,    B  et  C.     Pour  le    mode   opera- 

toire  suivi,  nous  renvoyons  a  la  page  124;  d'ailleurs,  on  trouvera 

dans    les   tableaux  tous    les    renseignements    necessaires.     11    est 

seulement  a   noter   ici    que,  d'un  cote,    la   quantite   totale    d'ions 

SO4   est  variable  dans  chacune  des  trois  premieres  series  d'essais, 

tandis  que,  de  I'autre  cote,  elle  a  ete    maintenue   constante  dans 

la  derniere  serie  (Tableau   19),  qui  sous  tous  les    autres    rapports 

a  ete  executee  de    la    meme    maniere    que    I'avant- derniere   serie 

(Tableau   18). 

II  appert  de  ces  tableaux  que  la  proportion  optimale  d'acide 
sulfurique  est  totalement  differente  pour  les  differentes  solutions 
enzymatiques  et  que,  comme  on  devait  s'y  attendre,  elle  croit 
avec  la  teneur  en  azote  des  solutions  enzymatiques.  On  remarque 
aussi  que  la  quantite  d'acide,  9  cc,  qui,  dans  la  premiere  serie 
d'essais  sur  la  solution  d'invertine  riche  en  azote,  a  fourni  la 
meilleure  inversion  (Tableau  16,  essai  n°  6),  a  suffi  pour  arreter 
presque  entierement  Taction  enzymatique  dans  les  deux  dernieres 
series  relatives  a  la  solution  enzymatique  pauvre  en  azote 
(Tableau   18,  essai  n°  38;  Tableau    19,  essai  n°  53). 

Par  contre,  les  tableaux  —  ainsi  que  la  table  2  (p.  132),  qui 
donne  un  expose  graphique  des  resultats  experimentaux,  —  mon- 
trent  que  dans  toutes  les  series  la  concentration  optimale  en  ions 
hydrogene  est  la  meme  et  repond  a  p^  =  4,4  a  4,6. 

II  va  sans  dire  que  ces  essais  permettent  seulement  de  tirer 
cette  conclusion,  que  dans  les  conditions  ci-dessus  in- 
diquees  (concentration  en  sucre  de  canne,  tempera- 
ture et  duree  de  I'essai)  Tin  version  du  saccharose 
a  1 1  e  i  n  t  son  maximum  dans  les  solutions  qui  a  i  8  '^  o  n  t 
un  exposant  d'ions  hydrogene  de  4,4  a  4,6.  Toutefois, 
il  n'est  pas  legitime  d'admettre  que  par  chauffage  de  18"  a  la 
temperature  de  I'essai:  52*',5,  le  changement  relatif  a  la  disso- 
ciation   et    a    1  li\(lrol\sc    niarclie    parallclemcnt    dans    toutes    les 

9* 
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liqueurs  examinees.  Aussi  nous  proposons-nous  d'effectuer  les 
mesures  definitives  de  la  concentration  ionique  par  le  procede 
qui  offre  le  plus  haut  degre  de  precision,  c.-a-d.  au  moyen  de 
la  methode  electrometrique  et  en  operant  non  plus  a  18*^,  mais 
a  la  temperature    de    I'inversicn.     Bien    que    les  essais  relates  ici 

Table  2. 
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■26  = 
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-^0  = 
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O 

/ 

2.0 


2,5         3.0  3.5  -tO  hh         50  5.5         6.0  5.5         7,0 


Exposant  des   ions  hydrogene ;   p~ 


ne  soient  a  considerer  que  comme  plutot  preliminaires,  nous 
croyons  que  le  procede  adopte  est  suffisamment  precis  pour 
donner  une  impression  totale  parfaitement  sure  de  I'ensemble  de 
cet  etat  de  choses. 

Afin  de  permettre  de  juger  du  degre  de  precision  avec 
lequel  les  mesures  ont  ete  executees,  nous  ferons  remarquer  ici 
combien  parfaitement  coincident,  dans  leurs  parties  fortement 
descendantes,  lex  deux  courbes  representant    les    deux    dernieres 
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scries  executees  dans  des  conditions  a  peu  pres  identiques,  et 
cela  malgre  que  les  essais  correspondants  accusent  des  concen- 
trations en  ions  hydrogene  un  peu  differentes  (difference  due  a 
ce  fait  que  dans  I'une  de  ces  series  on  a  etendu  avec  de  I'eau 
et  que  dans  I'autre  on  s'est  servi,  a  cet  effet,  de  sulfate  de 
sodium)  et,  par  suite,  des  inversions  differentes.  Voici  quelques 
resultats  de  mesures : 


(  Essai  n°  49  (Tableau   19) 


I 


( 


-  35  ( 

-  50  ( 

-  36  ( 

-  51   ( 

-  37  ( 

-  53  ( 

-  39  ( 


19) 

Ph  =  3,95; 

inversion 

82,3  Vo 

18); 

-    =  3,86; 

— 

73,4   - 

19); 

-    =  3,81; 

— 

55,9  - 

18); 

-    =3,68; 

— 

30,5    - 

19); 

-    =  3,54; 

— 

:  20,9  - 

18); 

-    =  3,43; 

— 

9,7   - 

19); 

-    =-  3,20; 

— 

1,9  - 

18); 

-    =  3,15; 

— 

2,9  - 

Comme  suite  a  ce  qui  a  deja  ete  dit  dans  notre  introduc- 
tion (voir  p.  5),  je  ferai  remarquer  ici  la  concordance  qui  existe 
entre  les  courbes  des  concentrations  en  ions  hydrogene  dressees 
sur  la  table  2,  d'un  cote,  et,  de  I'autre,  les  courbes  exprimant 
la  dependance  dune  enzyme  de  la  temperature.  A  titre  d'exem- 
ples  typiques  de  ce  dernier  genre  de  courbes,  on  pent  citer  les 
courbes  de  temperature  etablies  par  Kjeldahi  pour  la  diastase 
de  malt  et  pour  I'invertine^),  qui  montrent  I'une  et  I'autre,  en 
conformite  de  celles  de  notre  table  2,  une  partie  lentement  des- 
cendante  pour  des  temperatures  au-dessous  du  point  optimal  et 
une  autre  partie  plus  brusquement  descendante  pour  les  tem- 
peratures au-dessus  de  ce  point. 

3*^  Essais  avec  addition  de  melanges  de  phosphates 
ou  de  citrates.  Aux  tableaux  20  a  23  (pp.  134a  137)  et,  gra- 
phiquement,  a  la  table  3  (p.  138),  nous  avons  reuni  les  resultats 
qu'ont  donnes  deux  series  d'essais  avec  addition  des  phosphates 
et  deux  autres  series  avec  addition  de  citrates.  Tandis  que  la 
premiere  et  la  troisieme  serie  ne  contenaient  dans  95  cc.  que, 
respectivement,  10  cc.  de  melange  de  phosphates  '""'/ij  et  lo  cc.  de 
melange  de  citrates  0,1  mol.,  les  deuxieme  et  quatrieme  series 
se  sont  trouvees  renfermer  dans  le  meme  volume  une  quantite 
10  fois  plus  grande  de  phosphates  ou  de  citrates. 

*)    Medflelclser  fra  Carlsl)erg  Laboratoriel   1,   139  og  334:    Resume  en    frangais 
p.  123  el    187  (1879  et   1881). 
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Tableau   20. 

50  cc.  de  solution  de  saccharose  -(-  30  cc.  d'eau  +  10  cc.  de  melange 

de  phosphates  (melange  de  phosphate  sodiquesecondaire'"°'/i3et  d'acide 

phosphorique  """'-/is)  +  5  cc.  de  solution  d'invertine  D  (i'"p.8N). 

(a  =  +  6.24). 


^  • — '  (/) 
--u  o 


c 

0 

cS 

(^ 

0 

■4) 

b/l 

0 

<u 

-o 

a 

c 

Oi 

u 

V 

0 

tjO 

in 

J2 

OS 

0 

JS 

U 

-    M 
o 


Effet  de 
1  'enzyme 

c 

e 

0 

t  a  t  i  0  n 

grcs) 

rsion 
du  sac- 
>e  total) 

Con  centration  en 
ions  hydrogene 


Observation 


J3    *^ 


—    I  —   *■ 


►-^  A-g 


55 

act. 

56 

pass. 

57 

act. 

58 

— 

59 

pass. 

60 

act. 

61 

pass. 

62 

act. 

63 

pass. 

5cc.5de  sec. 
4CC. 5  d'acide 

5cc.o5de  sec. 

4CC. 95  d'acide 
4cc.85de  sec. 

5cc.i5d'acide 

4cc.6ode  sec. 
5cc.4od'acide 

3cc.75desec. 
6cc.25d'acide 


4-25 

-7-0.02 

,    , 

4.68 

4-77 

O.OI 

4.72 

0  01 

4.24 

0.] 

0.16 

0.1 

4-25 
468 

4-77 
4.72 
4.08 


51-9 

571 
58.2 

57.6 

49.8 


5.99 

5-99 
5.22 

4-74 

4J4 
4.16 

4.16 
3-34 

3-34 


Melanges  de 
phosph.;Noi3 

Melanges  de 
citr. ;   No  12 


Melanges   de 
citr. ;  No  10 

Melanges  de 
glycos.;  No  8 


11  ressort  de  ces  tableaux  et  principalement  de  la 
table  3  que,  tant  pour  les  essais  avec  les  phosphates 
que  pour  ceux  aux  citrates,  le  point  optimal  se  trouve 
a  tres  peu  pres  a  la  meme  concentration  des  ions 
hydrogene  que  dans  les  essais  a  I'acide  sulfurique 
(p~  =  4,4  a  4,6),  soitqu'on  emploie  une  petite  ou  une 
grande  quantite  des  melanges  de  tampons. 

4''  Essais  cinetiques.  Nous  n'avons  pas  I'intention 
d'entrer  ici  dans  les  details  des  nombreuses  publications  ayant 
trait  a  la  cinetique  de  {'inversion  du  sucre  de  canne:  nous  allons 
simplement  signaler  quelques  points  principaux  propres  a  faciliter 
la  comprehension : 

A  la  suite  de  I'important  travail  de  O'Sullivan  et  Tomp- 
son  sur  I'invertine^),  on  admettait  generalement   que    la   scission 


*)  Journal  of  the  Chem.  Soc.  London   57,  834  (1S90) 
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Tableau   2 1 . 


50  cc.  de  solution  de  saccharose  +  20  cc.  d'eau  +  20  cc.  de  melange 

de  phosphates  (melange  de  phosphate  sodique  secondaire'"°'-,/3etd'acide 

phosphorique  '"°'73)  +  5  cc.  de  solution  d'invertine  U  (I'^s^g  N). 

(a  -  +  6.31). 


c 

0 

c 
_o 

■■=  .2  ^  ^ 

Effe 

t  de 

Concentration  en 

lA 

C  '^    tn 

C3     c« 

CS    w     S  -U 
-;     (J     0     "- 

1    en  z 

yme 

ions  hydrogene 

U 

0) 

> 
c 

0    u    <" 

0,    1) 

^-' 

,^ 

0 

OJ 

0  "  a. 

Ji    C    >  -g 

C    c*    .-fl 
.2:0 

^0 

!U 

i=-5 

0    !> 

S    c3  'S    fc/; 

U     C     l<     0 

t/3  0   a* 

P+ 

Observation 

3 

3 

-J  ■=  -" 

c-^ 

=  S  S  "^ 

C    >H  Q 

>s-  £ 

2; 

2 

2 

d    p    C    >, 

^0 

64 

act. 

II  cc  de  sec. 
9    -  d'acide 

4.68 

4.68 

56.5 

5.68 

Melanges  de 
phosph.;Xo  13 

65 

pass. 

— 

0.00 

5.68 

— 

66 

act. 

locc.i  de  sec. 
9CC.9  d'acide 

5-07 

•  •  • 

5-07 

61.2 

4-45 

Melanges  de 
citr.;  No  12 

67 

10  cc.  de  sec. 
10    -   d'acide 

4.98 

4.98 

60.1 

3.88 

Mel.  de  citr. 

et  de  glycoc.  ; 

No  10 

68 

— 

9CC.7  de  sec. 
10CC.3  d'acide 

4-55 

0.04 

4.51 

54-4 

3-55 

Melanges  de 
glycoc;  No  10 

69 

pass. 

— 

0.04 

0.04 

.  .  . 

3-55 

— 

70 

act. 

9CC.2  de  sec. 
1OCC.8  d'acide 

3.36 

0.14 

3.22 

38.9 

3.22 

Melanges  de 
glycoc;  No  8 

71 

pass. 

— 

0.14 

0.14 

.    .    . 

3.22 

— 

72 

act. 

7CC.5  de  sec. 
I2CC. 5  d'acide 

0.79 

0.48 

0.31 

3-7 

2.58 

Melanges  de 
glycoc;  No  7 

73 

pass. 

— 

0.48 

0.48 

2.58 

— 

du  saccharose  par  rintermediaire  de  I'lnvertine  prenait  I'aliure 
d'une  reaction  monomoleculaire,  de  sorte  que  la  constante  de 
Vitesse  pouvait  etre  deduite  de  Tequation  suivante: 


ou,  pour  tj  =0:  >fi  =  O; 


In    . 

to— ti        A—y.^ 


I    ,        A 

-  In , 

t        A—y' 


oil  A  signifie  la  quantite  iiiitiale  de  saccharose  et  y    la  quantite 
scindee  au  bout  du  temps  t. 

Plus   tard,  V.  Henri ^)    a    constate    que    la    scission    marche 


M  Zeitschr.  physik.  Chcni    39,    194  (1902). 
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Tableau  22. 

50  cc,  de  solution  de  saccharose  —  30  cc.  d  eau  -^  10  cc.  de  melange 

de  citrates  (melange  de  citrate  sodique  secondaire  o.i  mol.  et  d'acide 

citrique  o.i  mol.  ou  d'hydroxyde  de  sodium  o.i  mol.)  +  5  cc.  de  solution 

d'invertine  E  (2  mg.  N.) 

(a  =  +  6.69). 


'5 

c 

> 

_c 

0 

V 

u 

Composition 

d  u  melange  d  e 

citrates 

c 
2 

OS  "In" 

rotation 
['action 

ions 
egres) 

Effet    de 
r  enzyme 

Concentration  en 
ions  hydrogene 

"^ 

0 
u 

5 

S    0 

d 

Changement  de 

provenant  de  1 

inversive  d.es 

hydrogene  (D 

Changement 
d  e  rotation 

(Degres) 

Inversion 
(en  %  du  sac- 
charose total) 

Ph 

Observation 

74 

act. 

5CC.15  de  citr.  sec. 
4CC.85    -  NaOH 

1-39 

1-39 

15.8 

7-3° 

Melanges  de 
phosph.;  No  14 

75 

pass. 

— 

0.00 

7-30 

— 

76 

act. 

5cc.4ode  citr.  sec. 
4CC.60   -  NaOH 

2.77 

2.77 

31-5 

6.94 

— 

77 

pass. 

— 

O.OI 

6.94 

— 

78 

act. 

6  cc.  de  citr.  sec. 
4    -     -  NaOH 

3-37 

3-37 

38.4 

634 

Melanges  de 
phosph.;  No  13 

79 

— 

9CC.  decitr.  sec. 
I     -     -  NaOH 

3-79 

3-79 

43- 1 

5-59 

Melanges  de 
citr.;  No  12 

80 

— 

8  cc.  de  citr.  sec. 
2    -    d'acide  citr. 

3-88 

3.88 

44.2 

4.78 

— 

81 

pass. 

— 

0.00 

4.78 

— 

82 

act. 

5  cc.  de  citr.  sec. 
5     -   d'acide  citr. 

3-62 

3.62 

41.2 

392 

Mel.  de  citr. 
et  deglycoc; 

No  10 

83 

— 

2CC.8  de  citr.  sec. 
7CC.2  d'acide  citr. 

3-46 

(0.08) 

3.38 

38-5 

3-47 

Melanges  de 
glycoc;  No  8 

84 

— 

I  cc.  de  citr.  sec. 
9    -    d'acide  citr. 

3" 

0.28 

2.83 

32.2 

305 

— 

85 

pass. 

— 

0.28 

0.28 

305 

— 

86 

act. 

locc.d'acidecitr. 

304 

0.55 

2.49 

28.3 

2.72 

Melanges  de 
glycoc;  No  7 

87 

pass. 

— 

0.55 

0-55 

2.72 

— 

plus  vite  qu'une  reaction  monomoleculaire,  ce  qui  se  revele  par 
ce  fait  que,  calcule  par  I'equation  ci-dessus  (a),  k  croit  a  mesure 
que  la  valeur  de  t  augmente.  Henri  arrive  a  un  k  constant  en 
utilisant  I'egalite  empirique  suivante: 


I   ,     A  -f  « 

In 

t        A  —  x 


m 


11   faut   mentionner  a  ce    propos   que,    dans    ses    recherches 
sur  la  scission  du  lactose  au  moyen  de  la  lactase  de    kephir  ou 
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Tableau  23. 

50  cc.  de  solution  de  saccharose  +  30  cc.  d'eau  +  10  cc.  de  melange 
de  citrates  (melange  de  citrate  sodique  secondaire  ™o'-/,  et  d'acide  citrique 
•""'■/i  ou  d'hydroxyde  de  sodium  '"°'7i)  -{-  5  cc.  de  solution  d'invertine  E 
(2  mg.  N.).  {a  =  +  6.82). 


"a 

> 

0) 

Composition 

du  melange  de 

citrates 

c 
0 

o'V. 

^    HI) 

i  0 
u 

Changenient  de  rotation 

provenant  de  Taction 

inversive  des  ions 

hydrogene  (Degres) 

Effet  de 
1 '  enzyme 

1 

Concentration  en 
ions  hydrogene 

U 
-0) 

£ 

3 

C  h  a  n  g  e  m  e  n  t 
de  rotation 

(Degres) 

Inversion 
(en  "/o  du  sac- 
charose total) 

Observation 

88 

act. 

5cc.i5decitr.  sec. 
4CC.85  -  NaOH 

I. II 

I. II 

12.4 

6.81 

Melanges  de 
phosph.;Noi4 

89 

pass. 

— 

0.02 

.  .  • 

.  •  ■ 

.  .  . 

6.81 

— 

90 

act. 

5CC.40  decitr.  sec. 
4CC.60  -  NaOH 

1.75 

1-75 

195 

6.47 

Melanges  de 
phosph.;No  13 

9« 

pass. 

— 

O.OI 

6.47 

— 

92 

act. 

6  cc.  de  citr.  sec. 
4    -     -    NaOH 

2.76 

2.76 

30.8 

6.01 

— 

93 

— 

9  cc.  de  citr.  sec. 
I    -     -    NaOH 

3-19 

3-19 

35-6 

515 

Melanges  de 
citr.;  No  12 

94 

— 

8  cc.  de  citr.  sec. 
2    -   d'acide  citr. 

3-29 

3-29 

36.7 

4.41 

— 

95 

pass. 

— 

-4-0.02 

.  .  . 

4.41 

— 

96 

act. 

5  cc.  de  citr.  sec. 
5    -  d'acide  citr. 

2.99 

(0.04) 

2.95 

32.9 

3.65 

Melanges  de 
glycoc;  No  10 

97 

— 

2CC.8  de  citr.  sec. 
7cc.2deacidecitr. 

0.92 

(0.25) 

0.67 

7-5 

3.20 

Melanges  de 
glycoc;  No  8 

98 

— 

I  cc.  de  citr.  sec. 
9    -    d'acide  citr. 

I. II 

0.92 

0.19 

2.1 

2.53 

Melanges  de 
glycoc;  No  7 

99 

pass. 

— 

0.92 

0.92 

.  .  . 

2-53 

— 

100 

act. 

locc. d'acide  citr. 

2.33 

2.18 

0.15 

1-7 

2.07 

— 

lOI 

pass. 

— 

2  18 

2.18 

2.07 

— 

de  I'emulsine  ainsi  que  sur  la  scission  du  maltose  par  la  mal- 
tase,  E.  F.  Armstrong^),  en  desaccord  avec  les  resultats  ob- 
tenus  par  Henri,  a  trouve  des  valeurs  decroissantes  de  k,  en 
utilisant  dans  ses  calculs  I'equation  ci-dessus  (a). 

Enfin,  nous  pouvons  ajouter  que  tout  recemment  S.  C.  Hu  d- 
son*)  a  cru  pouvoir  etablir  que,  conformement  aux  indications 
de  O' Sullivan  et  Tompson,  la  scission  du  sucre  de  canne 
par  I'intermediaire  de  I'invertine    marche    reellement    d  unc    laqon 


^)  Proceedings  Roy.  Soc  London   73,    500  (1904). 

')  Journal  of  the  Amer.  Chein.  Soc.  30,    1160  et    1564   (1908). 
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monomoleculaire,  et  que  les  resultats  contradictoires  trouves  par 
Henri  et  d'autres  chercheurs  sont  attribuables  a  ce  que  dans 
ces  recherches  on  n'aurait  pas  tenu  suffisamment  compte  de  la 
multirotation  du  sucre  invert!  et  notamment  du  glucose. 

Table   3. 


I 


25  3.0  3.5  't.O  '».5 

Expos.int  des   ions  liydrogene :    p-^ 

Hudson  a  incontestablement  droit  en  faisant  la  critique  des 
recherches  de  ses  predecesseurs;  mais  il  parait  qu'il  attache  trop 
d'importance  a  la  soucre  d'erreur  signalee  par  lui,  et,  d'autre  part, 
on  peut  dire  que  ni  lui  ni  aucun  des  experimentateurs  anterieurs 
ne  se  sont  rendu  compte  du  role  joue  par  la  concentration  des 
ions  hydrogene  dans  les  etudes  sur  la  cinetique  enzymatique. 

Dans  les  tableaux  24  a  29(pp.  140a  I42)se  trouventconsignes  les 
resultats  dune  serie  d'experiences  accomplies  en  vue  de  tirer  au  clair 
la  question  qui  nous  occupe  ici.  Aux  pages  129  et  suiv.  nous  avons 
donne  la  description  de  la  methode  que  nous  avons  suivie,  et  les 
tableaux  contiennent  la  plupart  des  donnees  necessaires  a  leur 
comprehension;  pour  la  faciliter,  nous  aliens  seulement  faire  les 
quelques  remarques  supplementaires  qui  suivent. 

Pour  chaque  essai  nous  avons  employe  30  cc.  de  solution 
enzymatique  ayant  une  teneur  totale  en  azote  de   iO'"e,5. 

Comme  tampon  on  a  fait  usage  dans  chaque  essai  de  30  cc. 
dun  melange  de  citrates  de  la  composition  que  voici: 
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Essai  a  (Tableau  24):   16"'', 2   de   citrate  sodique  sec.  0,1  mol.  4- 

I3«,8  NaOH,  0,1  norm. 

—  b  (      —        25):   18  cc.  de  citrate  sodique   sec.  o.i   mol.  + 

12  cc.  NaOH,  0,1  norm. 

—  c  (      —        26):  24  cc.  de  citrate  sodique  sec.  0,1   mol.  -f 

6cc.  d'ac.  citr.  0,1  mol. 

—  d  (      —       2j):   ig'^'^,S   de    citrate    sodique   sec.    0,1   mol.  + 

iO",5   d'ac.  citr.  0,1  mol. 

—  e  (      —       28):   15  cc.  de  citrate  sodique  sec.   0,1   mol.  -r 

15  cc.  d'ac.  citr.  0,1  mol. 

—  f  (      —        29):   12  cc.  de   citrate   sodique  sec.  0,1   mol.  + 

18  cc.  d'ac.  citr.  0,1  mol. 

En  tete  de  chaque  tableau,  on  trouve  indiquee  la  rotation 
initiale  de  la  solution:  a^  (trouvee  par  un  essai  de  temoin  por- 
tant  sur  I'invertine  passive),  ainsi  que  le  changement  de  rotation 
calcule  a  partir  de  la  dans  le  cas  d'inversion  totale.  C'est  seule- 
ment  dans  I'essai  f  (Tableau  29)  que  la  concentration  en  ions  hy- 
drogene  a  ete  si  elevee  que  les  ions  hydrogene  ont  exerce,  a 
eux  seuls,  une  influence  inversive,  tres  minime  cependant. 

Dans  ce  cas,  par  consequent,  a^  n'a  pas  ete  tire  de  I'essai 
passif,  mais  nous  I'avons  pose  egal  a  a^  dans  I'essai  simultane  d 
(Tableau  27);  etant  donne,  d'autre  part,  que  les  ions  hydrogene 
peuvent  avoir  exerce  une  action  —  peu  importante  sans  doute  — 
deja  au  cours  de  la  chauffe  prealable,  la  mesure  operee  ou  bout 
de  2  minutes  a  ete  mise  entre  parentheses. 

Les  essais  a,  b  et  c  ont  ete  executes  simultanement;  il  en  a 
ete  de  meme  de  d  et  f,  tandis  que  e  a  ete  fait  separement. 

En  calculant  la  constante  de  reaction,  j'ai  employe  la  pre- 
miere des  equations  marquees  (a)  donnees  plus  haut  (p.  135), 
parce  qu'elle  fait  ressortir,  plus  nettement  que  la  seconde,  1'  allure* 
de  cette  constante. 

II  ressort  de  la  derniere  colonne  de  ces  tableaux  que,  pour 
les  solutions  les  moins  acides  (Tableaux  24,  25  et  26),  k  croit 
fortement  a  mesure  que  t  augmente;  pour  les  solutions  un  peu 
plus  acides,  k  croit  plus  lentement  (Tableau  2y),  devient  a  peu 
pres  constant  (Tableau  28),  pour  decroitre  ensuite  lorsque  le  mi- 
lieu possede  une  acidite  suffisante  (Tableau  29). 

11  est  interessant  de  noter  a  ce  propos  les  modes  operatoires 
diff^rents  suivis  par  les  experimentateurs  nommes  plus  haut. 

Henri   nc  dit  pas  dans  son  memoirc  (ju'il  ait  atiditionn^  les 
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Tableau   24. 

p+  =  +  6.68  (Melanges  de  phosphates-,  N"  13). 

Oq  =  +  6.41;  A  =  6.41  X  1.313  =  8.416. 


Le  temps 
ecoule  apres 

Changement 
de  rotation  ob- 

Marque 

I'addition  de 

serve  au  bout 

(.= 

I       ,    A- 
In 
tj— t,        A- 

de  la 
prise 

I'enzyme 

(exprime  en 

minutes) 

du  temps  t 

(exprime  en 

degres) 

y. 

A 

t 

X 

4343  X  k 

ai 

2 

0.25 

0.0297 

91 

aj 

17 

2-45 

0.291 1 

103 

as 

32 

4.24 

0.5038 

III 

34 

47 

5-57 

0.6618 

a., 

62 

6.58 

0.7818 

127 

147 

ae 

92 

7-75 

0.9208 

a- 

122 

8. 28 

0.9838 

230 

Tableau  25. 
p^  =  +6.10  (Melanges  de  phosphates;  N°  13). 
ao=  +  6.44;   A  =-.  6.44  X  1. 313   =  8.456. 


Le  temps 
ecoule  apres 

Changement 
de  rotation  ob- 

Marque 
de  la 
prise 

I'addition  de 
I'enzyme 

(exprime  en 
minutes) 

serve  au  bout 

du  temps  t 

(exprime  en 

degres) 

A 

(.= 

I             A- 

-^A 

tj— t,        A- 

-y.J 

t 

X 

4343  X  k 

b: 

2 

0.30 

0.0355 

94 

b, 

17 

2.57 

0.3039 

"5 

bs 

32 

4.50 

0.5322 

130 

b* 
b5 

47 
62 

5-93 
6.94 

0.7013 
0.8208 

148 

148 

be 

92 

7.91 

0.9355 

128 

b; 

122 

8.23 

'      0.9733 

t 
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Tableau  26. 

p+  =  4.80  (Melanges  de  citrates;  N°  12). 

ao  =  +  6.43;  A  =  6.43  X  1. 313  =  8.442. 


Le  temps 

Changement 

ecoule  apres 

de  rotation  ob- 

Marque 
de  la 
prise 

I'addition  de 

r  enzyme 
(exprime  en 

serve  au  bout 
du  temps  t 

X 

(k             "        In^" 

-;.a 

(exprime  en 

A 

V        t,-t,  1"a- 

-.J 

minutes) 

degres) 

t 

X 

4343  X  k 

Cl 

2 

0.41 

0.0486 

133 

c. 

17 

3-37 

0.3992 

165 

C3 

32 

5-57 

0.6598 

191 

C4 

47 

6.96 

0.8244 

185 

C5 

62 

7.66 

0.9073 

219 

Ce 

92 

8.27 

0.9796 

125 

c- 

122 

8.37 

0.9914 

p+  =  4.40 


Tableau  _ , . 
(Melanges  de  citrates;  N°  12). 


p'   =  4.40  ^ivieianges  ae  curates;  rs"  i2j. 
ao  =  +  6.66;  A  —  6.66  X  1.313  =  8-744. 


Le  temps 

Changement 

ecoule  apres 

de  rotation  ob- 

Marque 
de  la 

I'addition  de 
I'enzyme 

serve  au  bout 
du  temps  t 

X 

(^- 

I           A- 

-In-T" 

-xj 

prise 

(exprime  en 
minutes) 

(exprime  en 
degres) 

A 

t 

X 

4343  X  k 

<1, 

2 

0.55 

0.0629 

d, 

17 

3-54 

0.4048 

131 

d, 

32 

5-70 

0.6518 

15s 
168 

<'4 

47 

7.04 

0.8051 

180 

<lr. 

62 

7.83 

0.8954 

''7 

92 
122 

8.38 
8.46 

0.9583 
0.9675 

133 
36 
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Tableau   28. 

p~^  =  3.92  (Melanges  de  citrates  et  de  glycocolle;  N°  10) 

Oo  =  -f  6.62;  A  =  6.62  X  i-2>^3  =  8.692. 


Le  temps 

Changement 

ecoule  apres 

de  rotation  ob- 

Marque 
de  la 
prise 

I'addition    de 

r  enzyme 
(exprime  en 

serve  au  bout 
du   temps   t 
(exprime  en 

y. 

(k-       "        In^" 

""'1 

A 

^          t,-t/"A- 

--J 

minutes) 

degres) 

t 

X 

4343  X  k 

ei 

2 

0.54 

0.0621 

127 

e^ 

17 

3-44 

0-3958 

127 

^3 

32 

5.30 

0.6098 

132 

^4 

47 

6.54 

0.7524 

135 

e, 

62 

7.34 

0.8445 

149 

ee 

92 

8.21 

0.9445 

126 

e- 

122 

8.49 

0.9768 

Tableau  29. 
p;:  =-  3.68  (Melanges  de  glycocolle;  N°  10) 
Oq  =  -^  6.66;  A  =  6.66  X  1-313  =  8.744- 


Le  temps 

Changement 

ecoule  apres 

de  rotation  ob- 

Marque 
de  la 

I'addition   de 

serve  au  bout 
du  temps  t 
(exprime  en 

y. 

(.= 

I            A- 

-^A 

A 

t,-t,  •"a- 

-yj 

prise 

(exprime  en 

mmutes 

degres) 

t 

X 

4343  X  k 

U 

2 

(0-58) 

(0.0663) 

53-6 

u 

17 

1.96 

0.2241 

39.3 

fa 

32 

2.82 

0.3225 

26.1 

U 

47 

3-33 

03808 

18.2 

h 

62 

3.66 

04186 

15-3 

U 

92 

417 

0.4769 

II. 2 

f; 

122 

4-51 

0.5158 

4.8 

f. 

182 

47S 

0.5466 
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liqueurs  experimentees  par  lui  d'aucun  acide  ou  sel  acide  et,  par 
consequent,  il  parait  justifie  d'admettre  qu'il  a  opere  sur  des  me- 
langes de  solutions  pures  sucrees  et  enzymatiques.  Ainsi  que  le 
font  voir  les  tableaux  i6  a  19  (Essais  n''=  i,  14,  27  et  41),  de  pa- 
reils  melanges  peuvent  avoir  des  concentrations  ioniques  tres  dif- 
ferentes,  mais  ils  correspondent  probablement  toujours  plus  ou 
moins  a  celles  des  solutions  ci-dessus  indiquees  dont  I'acidite  est 
la  plus  faible  (a  et  b).  Aussi  peut-on  constater  qu'en  faisant  le 
calcul  des  essais  a  et  b  suivant  la  formule  de  Henri  (Equation 
(^)  p.  136),  on  arrive  a  un  k  passablement  constant.  Si,  au  con- 
traire,  on  tente  de  calculer  I'essai  d  d'apres  la  formule  de  Henri, 
on  obtient  un  k  nettement  decroissant;  a  plus  forte  raison  en 
est-il  ainsi  pour  les  essais  e  et  f. 

O'Sullivan  et  Tompson  ont  opere  sur  des  solutions  ad- 
ditionnees  d'acide  sulfurique  etendu  en  quantite  telle  que  I'aci- 
dite atteignit  I'optimum  ou  a  peu  pres,  tandis  que  C.  S.  Hudson 
recherche  la  marche  de  I'inversion  dans  des  solutions  legerement 
acetiques.  On  comprend  done  aisement  que  ces  chimistes  aient  ob- 
tenu  des  valeurs  de  k  (calcule  d'apres  la  formule  monomoleculaire) 
legerement  croissantes  ou  a  peu  pres  constantes,  conformement 
a  celles  auxquelles  nous  sommes  arrives  en  ce  qui  concerne  les 
solutions  d'acidite  moyenne  (Essai  d  et  principalement  e).  Pour 
plus  de  clarte,  j'ai  donne  dans  le  tableau  30  (p.  144)  les  resultats  d'un 
des  essais  d'O'Sullivan  et  Tompson^),  en  faisant  le  calcul  de 
la  meme  fagon  que  dans  nos  series  experimentales  precedemment 
relatees,  et  dans  le  tableau  31  (p.  145)  j'ai  calcule  de  la  meme 
maniere  la  serie  donnee,  dans  le  dernier  memoire  de  Hudson, 
comme  preuve  de  la  marche  monomoleculaire  de  la  reaction. 

D'apres  la  derniere  colonne  des  tableaux  30  et  31,  on  voit 
que  dans  ces  experiences  il  est,  en  realite,  question  de  conditions 
tout  a  fait  semblables  a  celles  de  notre  essai  e-). 

^)  Ce  meinc  essai  est  reproduil  dans  le  memoire  de  Henri  a  I'endroil  cilti, 
p.  197)  pour  prouver  (|uc  la  reaction  inversive  n'est  pas  niononiolcciilaire,  et  dans 
cclui  de  C  S.  Hudson   (I'cndroit  cite  p.  II62)  comme  preuve  du  contraire. 

^)  La  valeur  d'A,  (pii  est  fonclion  du  facteur  par  lequel  la  rotation  initiale  Oq  est 
:'i  multi])lier,  joue  cvidemment  un  grand  role  dans  Ic  calcul  de  la  constante  de 
vitessc,  el  il  est  par  suite  regrettaljle  que  bcaucoup  d'auteurs  se  liornent  a  in- 
<li(|uer  le  |iourcentage  de  saccharose  inverti  et  ne  donneiit  point  des  ijuantiles 
numeri(|ues  permcltant  de  calculer  le   facteur  en  (jueslion. 

Kj  el  dahl  (Meddclelser  fra  Carlsberg  Laboratoriet  1,  342  ;  Resume  en  fran- 
Cais  p.  189  (1881))  emjiloyait  dans  le  calcul  de  ses  experiences  le  facteur  1,339, 
et  le  memoire  d'O'Sull  i  v  a  n  ci  Tompson  montre  ([uc  ces  autcurs  out  fait  usage 
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Tableau  30. 

O'Sullivan  et  Tompson:  Journ.  of  the  Chem.  Soc.  57, 

S44  (1890). 

100  gr.  de  Sucre  de  canne  +  4  cc.  d'acide  sulfuritjue 

0.1  mol.  +   solution    d'enzyme   +  eau  jusqu'a    500  cc. 

Temperature  pendant  I'inversion:    15*^.5. 


Proportion  de  sac- 

Temps ecoule  apres 

charose  inverti  au 

I'addition  de  la 
solution  enzymatique 

bout  du  temps  t 

(^^ 

'         In^"''^) 

par  rapport  a  la 

-t,_t,  ^"a-;.,>' 

(exprime  en  minutes) 

quantite  totale 

X 

t 

A 

4343  X  k 

5 

0.031 

311 

15 

0.098 

31-9 

30 

0.192 

31.6 

57 

0-336 

26.7 

90 

0.458 

38.7 

120 

0.585 

34-9 

150 

0.674 

33-3 

182 

0.745 

36a 

210 

0.798 

37-4 

240 

0.844 

29.8 

270 

0.873 

26.2 

381 

0935 

25.0 

430 

0.951 

15.6 

508 

0.963 

6.9 

1470 

0.992 

du  facteur  1,349.  Par  contre,  las  chiffres  indiques  par  C.  S.  Hud  son  pour  la  ro- 
tation initiale  et  celle  de  I'inversion  totale  conduisent  au  facteur  1,305,  tandis  que, 
comme  il  a  ete  dit  plus  haut,  nous  avons  adopte  pour  nos  calculs  le  facteur  1,313. 
Pour  mettre  en  lumiere  le  role  joue  par  la  grandeur  des  facteurs,  je  ferai 
seulement  remarquer  que,  d'un  cote,  le  calcul  de  k  dans  I'essai  e  donne,  en  ein- 
ployant  le  facteur   1,313,   les  valeurs 

127 — 127 — 132 — 135 — 149 — 126 
(voir  le  tableau  28),   tandis  que,   en  adoptant  le  facteur  de  Kjeldah! :    1,339, 
le  meme   calcul  du   meme   essai    donnera    pour  k    les   valeurs   suivantes    par- 
faitement  constantes : 

124 — 122 — 124 — 122 — 122— Si. 


1 

I 
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Tableau  31. 

C.S.Hudson:  Journ.  of  the  Amer.  Chem.  Soc.  30,   1573  (1908). 

100  cc.  de  solution  de  sucre  de  canne  (i  1.  contenait  46  gr.  de  sucre  at 

5   gouttes  d'acide  acetique  glacial)  etant  invertis  au  moyen  de  quelques 

centimetres  cubes  d'une  forte  solution  d'invertine  a  30*^. 

tty  =  +  12.20;  A=  15.92   (correspondant  au  facteur   1.305). 


Temps  ecoule  apres 

Changement  de 

I'addition  de  la  solu- 

rotation observe  au 

bout  du  temps  t 

(en  degres) 

A 

{-- 

I           A- 

-^.\ 

tion  enzymatique 
(en  minutes) 

to— tj       A- 

-.J 

t 

X 

4343  X  k 

5 

Z.63 

0.1652 

141 

15 

6.31 

0.3964 

157 

25 

9-23 

0-5798 

167 

35 

"•37 

0,7142 

168 

50 

13-37 

0.8398 

157 

65 

14.44 

0.9070 

96 

90 

15-07 

0.9466 

Restent  encore  les  experiences  d'Arm strong,  qui  a  trouve 
des  valeurs  de  k  decroissantes  avec  des  t  croissants.  II  serait 
assez  interessant  de  savoir  si  les  liqueurs  experimentees  par  Arm- 
strong n'ont  pas  ete  d'une  acidite  passablement  forte,  analogue 
a  celle  de  notre  essai  f  qui,  iui  aussi,  a  donne  des  valeurs  de- 
croissantes de  k.  II  est  vrai  que  dans  les  experiences  d'Arm- 
strong  il  ne  s'agit  pas  d'invertine,  mais  d'autres  enzymes  hy- 
drolysant  des  bioses,  et  le  memoire  de  cet  auteur  ne  dit  rien  de 
la  reaction  des  solutions  sur  lesquelles  il  a  opere;  mais  il  nous 
semble  assez  probable  d'admettre  que  I'extrait  de  kephir,  par 
exemple,  a  pu  renfermer  un  peu  d'acide  lactique. 

Bien  que  nous  ne  croyions  pas  qu'il  soit  possible,  au  moyen 
de  mesures  de  concentrations  en  ions  hydrogene,  d'eclaircir  tous 
les  points  obscurs  de  la  cinetique  reactionnelle  des  enzymes, 
nous  estimons,  par  les  series  exper imentales  ci-dessus 
relatees,  avoir  demontre  la  necessite  de  tenir  compte, 
dans  lesdites  etudes  cinetiques,  de  la  concentration 
en  ions  hydrogene. 

La  Table  4  donne    une  representation    graphique    des   resul- 
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tats  obtenus  par  les  essais  a  a  f,  pour  lesquels  nous  avons  porte 
en  abscisses  la  duree  de  Tinversion  (exprimee  en  minutes)  et  en 
ordonnees  le  pourcentage  de  saccharose  inverti.  II  ressort  nette- 
ment  de  cette  table  —  ainsi  que  des  deuxienie  et  quatrieme  co- 
lonnes  des  tableaux  24  a  29  — ,  que  la  courbe  f,  qui  correspond 

Table  4. 
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80 
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Temps,    en    minutes. 


a  la  plus  acide  des  liqueurs  experimentees,  monte  fortement  au 
cours  des  deux  premieres  minutes,  pour  prendre  ensuite  une 
marche  relativement  horizontale  due  sans  doute  a  une  decompo- 
sition de  plus  en  plus  forte  de  I'invertine.  Deja  pour  la  courbe 
e,  il  n'en  est  plus  de  meme;  mais  la  tendance  de  cette  courbe 
a  s'eloigner  de  c  et  de  d  et  a  se  rapprocher  de  b,  apparait  pour- 
tant  nettement  dans  la  figure,  tandis  que,  en  raison  de  la  petite 
echelle  sur  laquelle  les  courbes  ont  ete  dessinees,  il   n'est   guere 


147 

possible  d'apercevoir  rintersection  de  e  avec  c,  laquelle  se  pro- 
duit  au  bout  de  quelques  minutes.  Enfin,  en  ce  qui  concerne  d, 
elle  presente  d'abord  pendant  25  minutes  environ  des  ordonnees 
plus  grandes  que  ceiles  de  c,  pour  couper  ensuite  celle-ci,  qui 
represente  alors  Taction  optimale. 

On  pourrait  etre  tente  de  croire  que  les  legeres  differences 
dans  la  quantite  de  saccharose  inverti  qui  determinent  ces  inter- 
sections des  courbes  de  temps  ne  tiennent  qua  des  erreurs  ex- 
perimentales;  mais  il  n'en  est  surement  pas  ainsi.  Dans  un  court 
chapitre  qu'on  va  lire  sur  les  decompositions  pepsiques,  on  trou- 
vera  un  example  (voir  p.  160)  faisant  ressortir  dune  facjon  parti- 
culierement  nette  cet  etat  de  choses  assez  singulier  qui,  comme 
nous  I'avons  deja  indique  a  plusieurs  reprises,  est  attribuable  a 
la  vitesse  differente  de  destruction  que  presente  I'enzyme  pour 
des  concentrations  diverses  en  ions  hydrogene. 

On  comprend  des  lors  que  la  concentration  optimale  en  ions 
hydrogene  d'une  scission  enzymatique,  dans  des  conditions  ega- 
les  d'ailleurs,  est  fonction  de  la  duree  de  I'essai,  et,  d'autre  part, 
que  la  concentration  optimale  ionique  trouvee  pour  la  decompo- 
sition a  I'invertine  dans  les  deux  chapitres  precedents  (p^^  =  4.4 
a  4,6)  n'est  exacte  que  dans  les  conditions  ou  ces  essais  ont  ete 
effectues  (entre  autres,  pour  une  duree  d'une  heure).  C'est  ainsi 
que  I'inspection  des  tableaux  24  a  29  et  de  la  table  4  montre 
tout  de  suite  que  pendant  les  deux  premieres  minutes  c'est  dans 
les  trois  solutions  les  plus  acides  que  la  plus  grande  proportion 
de  saccharose  a  subi  I'inversion  (f:  Ph=  3,68;  e:  p^  =  3,92  et 
d :  pj^  =  4,4),  et  par  consequent,  si  Ion  choisissait  cette  duree, 
on  trouverait  une  concentration  ionique  optimale  repondant  a 
Pj^ -<  4,4  a  4,6.  Au  bout  de  17  minutes,  on  peut  dire  que  le 
point  optimal  se  trouve  encore  a  la  concentration  ionique  de  la 
solution  d  (p^  —  4,4),  et  ce  n'est  qu'au  bout  de  32  minutes  que 
la  solution  c  a  gagne  le  dessus;  on  voit  aisement  d'apres  les 
tableaux,  que  le  point  optimal  pour  t  =  32  aussi  bien  que  pour 
t  =  47  et  62,  est  situe  entre  la  concentration  ionique  de  d  et 
celle  de  c  (pj^  =  4,4  et  4,8). 

Si,  en  outre,  on  tient  compte  du  fait  ctabli  par  O  Sull  i  van 
et  Tompson  dans  leur  travail  deja  souvent  cite,  a  savoir  que 
dans  la  scission  du  sucre  de  canne  par  I'interm^diaire  de  I'inver- 
tine, la  proportion  optimale  d'acide  sulfurique  depend  dans  une 
large  mesure  de  la  temperature  —  fait  que  nous  n'a\ons  pas  en- 
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core  eu  I'occassion  de  verifier  experimentalement  — ,  on  s'apergoit 
qu'il  existe  une  correlation  entre  ces  trois  facteurs:  la  tempe- 
rature, la  concentration  en  ions  hydrogene  et  le  temps. 
La  concentration  optimale  en  ions  hydrogene  d'une 
scission  enzymatique  est  variable  —  dans  des  limites 
passablement  etroites  —  suivant  la  temperature  et  la 
duree  de  I'experience,  et  de  meme  la  temperature  op- 
timale dune  telle  reaction  se  trouvera  sans  aucun 
doute  varier  avec  la  duree  de  I'experience  et  avec  la 
concentration  en  ions  hydrogene  du  milieu,  bien  que 
dans  des  limites  assez  etroites,  conformement  au  co- 
efficient de  temperature  extremement  grand^)  trouve 
pour  la  Vitesse  de  destruction  de  I'enzyme. 

Toute  indication  exacte  de  la  temperature  opti- 
male ou  de  la  concentration  optimale  en  ions  hydro- 
gene d'une  scission  enzymatique  doit,  par  consequent, 
indiquer  aussi  les  conditions  experimentales. 

b.    Catalase. 

La  solution  de  catalase  employee  pour  ces  essais  fut  prepa- 
ree  au  moyen  de  foie  de  veau,  dont  ^/2  kgr.  fut  broye  dans  un 
mortier  avec  du  sable  et  de  la  terre  siliciee,  puis  delaye  avec 
environ  300  cc.  d'alcool  a  95  °/o.  Au  bout  dun  quart  d'heure, 
on  pressura  la  matiere  dans  la  presse  Buchner;  I'extrait  alcoo- 
lique  n'accusait  qu'un  faible  pouvoir  catalytique.  Le  residu  fut 
delaye  avec  env.  300  cc.  d'eau,  puis  pressure  de  nouveau.  On 
reitera  alors  cette  operation.  Les  deux  extraits  aqueux  ainsi  ob- 
tenus,  qui  se  montraient  tous  les  deux  etre  doues  d'un  grand 
pouvoir  catalytique  vis-a-vis  de  I'eau  oxygenee,  furent  melanges 
ensemble,  satures  de  toluene  et  conserves  dans  une  glaciere. 

Par  abandon  dans  ces  conditions,  il  se  forma  peu  a  peu  un 
depot  qu'on  put  facilement  separer  par  filtration;  5  cc.  de  la  li- 
queur filtree  jaunatre  et  parfaitement  limpide  renfermaient,  en  tout, 
7,"'e'^,  3  d'azote.  Le  pouvoir  catalytique  de  la  solution  etait  si  grand 
qu'il  faillait  toujours  en  emplo)'er  de  fortes  dilutions.  Elle  pou- 
vait  se  conserver  durant  des  mois  entiers  sans  subir  d'afifaiblisse- 
ment  appreciable;  ainsi  dans  les  essais    relates    ci-dessous,  on  se 


^)  Voyez    les    memoires    precedemment    cites    (p.  5)    de    Th.  Mad  sen    et    ses 
collaborateurs. 
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servait  d'une  solution  enzymatique  qui  dans  100,000  volumes  ne 
contenait  que  3  volumes  de  la  liqueur  primitive. 

La  serie  experimentale  que  nous  allons  decrire  a  titre 
d'exemple,  fut  executee  de  la  fagon  suivante,  qui  constitue  le 
dispositif  que  nous  avons  adopte  habituellement. 

Dans  un  certain  nombre  de  fioles  jaugees  de  200  cc.  de  ca- 
pacite,  on  mesura  40  cc.  d'un  melange  de  phosphates  approprie 
(voir  tableau  32,  colonne  2),  qui  servait  de  tampon  dans  les  es- 
sais;  apres  refroidissement  a  la  glace  on  remplit  d'eau  jusqu'a 
la  marque,  et  ensuite  on  versa  les  melanges  dans  un  meme  nom- 
bre de  matras  en  verre  d'lena  d'un  demi-litre  places  dans  I'eau 
glacee.  La  solution  primitive  de  catalase  fut  etendue  avec  de 
I'eau  glacee,  et  a  des  epoques  determinees  on  ajouta  a  chacune 
des  liqueurs  experimentees  100  cc.  de  la  solution  enzymatique 
etendue,  et  ensuite,  encore  a  des  epoques  determinees,  100  cc. 
d'eau  oxygenee  environ  0,04-normale.  Pendant  toute  la  duree 
de  I'experience,  les  liqueurs  experimentees  etaient  placees  dans 
de  I'eau  glacee  et,  autant  que  possible,  a  I'abri  de  la  lumiere. 

40,  80,  160  et  320  minutes  apres  I'addition  de  I'eau  oxy- 
genee, on  preleva  des  echantillons  de  30  cc,  qu'on  versa  dans 
des  petites  fioles  contenant  chacune  5  cc.  d'acide  sulfurique 
2-normal  et  entourees  d'eau  glacee,  jusqu'a  ce  que  la  titration, 
a  laquelle  on  proceda  le  plus  tot  possible,  put  s'effectuer.  On 
employait  une  solution  de  permanganate  de  potassium  0,01 12  norm, 
et,  en  vue  d'etablir  aussi  nettement  que  possible  si  la  liqueur 
renfermait  ou  non  du  permanganate  en  exces,  on  fit  usage,  a 
titre  de  comparaison,  de  deux  petites  fioles  analogues  et  conte- 
nant chacune  60  cc.  I'eau  +  5  cc.  d'acide  sulfurique  2-norm.;  a 
Tune  d'elles  on  avait  en  outre  ajoute  une  goutte  de  la  solution 
de  permanganate. 

Concurremment  avec  ces    essais  sur    une    solution    active    de 
catalase,  on  en  effectuait  une  serie  portant  sur  une  solution  pas 
sive   (c.-a-d.    chauffee  jusqu'a   ebullition   sur   la   toile   metallique 
puis  bouillie  pendant  cinq  minutes)  de  la  meme  substance.     On 
put  constater  qu'aussitot  apres  le  melange,  30  cc.   de   ces   >solu 
tions  passives «   exigeaient  a  tres  peu  pros  la  meme  proportion  — 
en  moyenne    26'^<=,62  —  de    la   solution    de    permanganate  ;    auss 
avons-nous  admis  que  tous   les   echantillons    actifs   se   sont  com 
portes  d'une  fagon  identique  immediatement   apres   Taddition   de 
I'eau  oxygenee. 


1^0 


Du  reste,  nous  pumes  constater  que  les  solutions  passives, 
elles  aussi.  subissaient  par  abandon  une  tres  legere  alteration, 
dont  I'intensite  augmentait  avec  I'alcalinite.  Cest  ainsi  qu'apres 
320  minutes  de  repos,  le  plus  acide  {p^  =  3,47)  ties  echantillons 
passifs  exigeait  non  plus  26'^'^,62,  mais  26«,50,  et  le  plus  alcalin 
/p+  =  8,31)  seulement  26<=<=,26  de  solution  de  permanganate;  ainsi 
la  quantite  d'eau  oxygenee  decomposee  correspond,  respectivement, 
a  0<='=,I2  et  0^*^,36  de  solution  de  permanganate  potassique. 

On  voit  done  que  la  decomposition  spontanee  de  I'eau  oxy- 
genee se  fait  avec  des  vitesses  differentes  a  des  concentrations 
diverses  en  ions  hydrogene;  cependant  il  s'agit  ici  de  chififres 
tellement  minimes  que  nous  n'avons  pas  cru  necessaire  d'en  tenir 
compte.     Cest  seulement  pour  etre  complet  que  nous  les  citons. 

Les  chiffres  indiques  dans  les  quatre  dernieres  colonnes  du 
tableau  32  representent  done  simplement  la  difference  entre  26,62 
et  la  quantite  de  permanganate  consomme  dans  chaque  titrage 
particulier. 

L'essai  termine,  on  mesura  colorimetriquement  la  concentra- 
tion ionique  des  liqueurs  experimentees,  les  troisieme  et  qua- 
trieme  colonnes  du  tableau  32  indiquent  la  valeur  de  p+  aussi 
bien  que  les  liqueurs  de  comparaison  servant  au  mesurage  et  le 
numero  que  porte  I'indicateur  en  question  dans  la  liste  donnee 
plus  haut  (voir  p.  117).  Nous  ajouterons  que  dans  d'autres  series 
experimentales  nous  avons  trouve  que  la  concentration  ionique 
change  peu  ou  point  au  cours  du  dedoublement  de  I'eau  oxy- 
genee. 

Dans  la  Table  5  nous  donnons  une  representation  graphique 
de  nos  resultats  experimentaux,  en  portant  en  abscisses  les  ex- 
posants  d'ions  hydrogene  des  liqueurs  experimentees,  et  en  or- 
donnees  les  quantites  d'eau  oxygenee  dedoublees  dans  des  temps 
donnees. 

II  ressort  nettement  de  cette  table  ainsi  que  du  Tableau  32, 
que,  dans  les  conditions  ou  nous  nous  sommes  places. 
Taction  de  la  catalase  a  son  point  optimal  de  concen- 
tration en  ions  hydrogene  tout  pres  du  point  neutre, 
et  qu'elle  decroit  tant  avec  des  concentrations  en 
ions  hydrogene  croissantes  qu'avec  des  concentra- 
tions diminuantes. 

D'ailleurs,  les  courbesparaissent  demontrerqu'ici 
com  me  dans  Tin  version  du   saccharose,    le    point   opti- 
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Tableau  32. 

40  cc.  de  melange  de  phosphates  (voir  colonne  2)  +  eau  jusqu'a  200  cc. 

-(-100  cc.  de  solution   de   catalase   (etendue    dans    la   proportion    de 

3:100000)  +  100  cc.  de  solution  d'eau  oxygenee  norm,  au  Vioo* 

Temperature  d'experience  o^, 

30  cc.  des  melanges  ont  consomme  immediatement  26'^'^. 62  de  solution 

de  permanganate  potassique  0.0112  normale. 


u 

Concentration  en 

Quantite  d' 

5au  oxygenee 

a. 

X 

ions  hydrogene  de 

scindee  ai 

bout  de  t 

U 

-c 

Composition  du 
tampon  employe 

la  solution 

mmutes,  ex] 

de  solution 

male  de 

mmee  en  cc. 
0.0112  nor- 

0 

u 

B 
1 

P+ 

KMnO, 

Observation 

t=4o' 

80' 

160' 

320' 

I 

36  cc.  de  phosph.  prim.  "^°'/i5 
4    -    d'acide  phosphor.     — 

347 

Melanges  de 
glycoc;  No  10 

0.24 

0.41 

0.62 

1.47 

2 

38CC. 8  de  phosph. prim,  mol./ij 
ICC. 2  d'acide  phosphor.     — 

3-95 

Melanges  de 
citrates;  No  10 

0.46 

0.63 

1.44 

2.62 

3 

40  cc.  de  phosph.  prim,  mol./ij 

4.89 

Melanges  de 
citrates:  No  12 

1.62 

2.73 

4-75 

7.89 

4 

36CC.  de  phosph.  prim,  mol./jj 
4    -     -        —       sec.         — 

6.06 

Melanges  de 
phosph.;  No  13 

5-49 

8.77 

13-99 

19.80 

5 

28cc.  de  phosph.  prim.  mol./i5 
12    -      -         —       sec.        — 

6.73 

— 

5-74 

9-54 

14.82 

20.74 

6 

20CC.  de  phosph.  prim.  "lo'Vis 
20    -      -        —       sec.         — 

7.10 

Melanges  de 
phosph.;  No  14 

5.83 

9.49 

14.52 

20.30 

7 

I2CC.  de  phosph.  prim,  mol.yjj 
28    -      -        —       sec.         — 

7-41 

— 

5-57 

8.91 

14.06 

20.06 

8 

4cc.  de  phosph.  prim.  ™°'/i5 
36         -        —      sec.        — 

7.65 

Melanges  de 
phosph.;  No  16 

5-33 

8.65 

13.62 

19.46 

9 

40  cc.  de  phosph.  sec.     """'-/is 

7-97 

— 

4.70 

7.58 

12.13 

16.97 

10 

40CC.  de  phosph.  sec.    ""o'Vis 
0.2  cc.  de  NaOH  norm,  au  i/io 

8.04 

— 

4.65 

7.42 

■ 

11.51 

15.40 

II 

40CC.  de  phosph.  sec.  '"017,5 
0.6 cc.  de  NaOH  norm,  au  i/io 

8.31 

Melanges  de 
glycoc. ;  No  17 

3-65 

5.82 

7-47 

mal  est  fo  notion  de  la  dureede  I'experience,  puisque 
a  mesure  que  cette  duree  se  prolonge,  le  point  opti- 
mal se  trouve  deplace  un  peu  vers  le  cote  acide. 

c.    Pepsine. 

Tandis  que  riniportance  de  la  concentration  en  ions  hydro- 
gene  pour  les  reactions  enzymatiques  du  genre  de  celles  de  I'in- 
vertine  et  de  la  catalase,  pent  assez  facilement  etie  fail  lobjet 
d'une  etude  systematique,    une   recherche   analogue    sur   Taction 
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Table   5. 


't.O         4.5        5.0         5,5         6.0         65 
Esposant  des  ions  hydrogene ;   p^ 


8.5. 
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des  enzymes  proteolytiques  presente  de  multiples  difficultes, 
qui  sont  cependant  de  nature  differente  suivant  les  enzymes  qui 
entrent  en  jeu,  ainsi  que  cela  ressortira  de  la  description  que 
nous  allons  donner  de  quelques  essais  de  digestion  au  moyen  de 
la  pepsine,  comme  aussi  de  notre  expose  sommaire  de  quelques 
essais  similaires  portant  sur  la  pancreatiue. 

Pepsine.  Dans  un  travail  anterieur^)  nous  avons  signale 
que  les  methodes  usuelles  pour  le  mesurage  quantitatif  des  de- 
compositions proteolytiques  sont  entachees  de  defauts  essentiels, 
et  nous  avons  indique  un  procede  plus  rationnel:  la  titration  a 
I'aide  du  formol,  procede  susceptible  sinon  de  remplacer  les  an- 
ciennes  methodes,  du  moins  d'y  suppleer. 

Dans  ce  meme  travail  nous  faisons  ressortir  en  meme  temps 
ce  fait^)  que  precisement  la  digestion  pepsique  donne  lieu  a  des 
ruptures  relativement  peu  nombreuses  de  »liaisons  peptidiques*, 
en  sorte  que  I'etendue  de  la  proteolyse  mesuree  au  moyen  du 
titrage  au  formol,  se  trouve  etre  fort  minime.  A  cause  de  ce 
fait  assez  remarquable,  il  n'est  guere  pratique,  dans  des  etudes 
du  genre  de  celles  dont  il  est  question  dans  le  present  memoire, 
d'employer  la  titration  au  formol  dans  le  mesurage  de  I'etendue 
de  la  scission  pepsique.  Aussi  avons-nous  ete  oblige  de  recourir 
aux  methodes  habituelles  de  precipitation  a  I'aide  du  chlorure 
stanneux  et  de  I'acide  tannique;  mais  nous  n'avons  pas,  comme 
on  le  fait  souvent,  suppose  I'existence  d'une  proportionnalite 
entre  Taction  enzymatique  et  I'augmentation  de  la  quantite  d'a- 
zote  »non  precipitable«  par  le  precipitant  utilise.  Nous  avons, 
au  contraire,  tache  de  tourner  la  difficulte  en  adoptant  le  pro- 
cede  —  recommande  egalement  par  plusieurs  autres  chimistes, 
en  dernier  lieu  par  S.  G.  Hedin^)  —  qui  consiste  a  determiner 
le  temps  qui  dans  les  diverses  conditions  experimentales  s'ecoule 
avant  que  la  reaction  ait  atteint  une  certaine  etendue. 

En  agissant  ainsi,  nous  admettons  que,  si  dans  une  serie 
d'essais  portant  sur  d'egales  doses  d'enzyme  mais  effectues  dans 
des  conditions  differentes,  la  proteolyse  mesuree  —  soit  par  la 
niethode  au  chlorure  stanneux  —  au  bout  de  temps  differents  a 
atteint  la  meme  etendue,  on  est  en  droit  d'admettre  que  dans  ces 
diverses  conditions  le  pouvoir  enzymatique  est  inversement   pro- 


')  Ccs  moines  Comptesrendiis  7,    i    (1907). 

')  A  I'endroit  cite,   p.  20. 

')  Zeitschr.  physiol.  Clicinie,  57,  468  (1908). 
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portionnel  a  la  duree  de  I'experience.  II  est  evident  que  cette 
supposition  n'est  exacte  qu'a  la  condition  —  signalee  par  S.  G. 
Hedin^)  —  que  le  dedoublement  suive  la  meme  route  malgre 
la  variation  des  conditions  experimentales. 

Le  mesurage  de  la  concentration  en  ions  hydrogene  est  egale- 
ment  susceptible  de  donner  lieu  a  des  difficultes,  puisque  les 
matieres  particulierement  propres  a  la  digestion  pepsique  (par 
exemple  des  solutions  de  proteines  naturelles  ou  d'acidalbumi- 
nes)  ne  se  laissent  guere  mesurer  avec  precision  par  voie  colori 
metrique.  C'est  pourquoi  dans  les  mesurages  definitifs  de  la  con 
centration  ionique  nous  avons  dii  employer  la  methode  electro 
metrique  plus  prolixe;  mais  en  etablissant  le  plan  de  ces  essais 
(c.-a-d.  en  fixant  la  composition  des  liqueurs  experimentees),  la 
methode  colorimetrique,  ainsi  qu'il  a  deja  ete  dit  plus  haut  (voir 
p.  94),  nous  a  rendu  de  reels  services,  en  depit  des  defauts  que 
presentent  dans  ces  circonstances  les  indicateurs  employes  (violet 
de  methyle  et  mauveine). 

Nous  devons  encore  signaler  le  fait  suivant:  Dans  quelques- 
uns  de  nos  essais,  et  parmi  eux  celui  que  nous  allons  relater, 
nous  avons  fait  digerer  une  solution  de  blanc  d'oeuf  de  poule, 
qui  cependant  n'etait  pas  a  I'etat  naturel  mais  avait  ete  trans- 
forme  en  acidalbumine.  En  effet,  nous  avons  reconnu  que  I'em- 
ploi  dune  solution  de  blanc  d'oeuf  naturel  donnait  lieu  a  des 
anomalies  dans  les  resultats  des  essais,  anomalies  attribuables 
sans  aucun  doute  a  ce  fait  qu'au  debut  de  I'experience  la  liqueur 
experimentee  change  graduellement  de  caractere  par  suite  dune 
formation  successive  d'acidalbumine. 

Meme  dans  des  essais  portant  sur  une  solution  pepsique  de- 
composee  par  ebullition,  je  pouvais  constater  une  pareille  con- 
version de  blanc  d'oeuf  naturel  en  acidalbumine,  conversion  re- 
connaissable  a  ce  fait  que,  dans  des  conditions  de  precipitation 
d'ailleurs  egales,  le  chlorure  stanneux  fait  precipiter,  apres  la 
formation  de  I'acidalbumine,  une  plus  grande  proportion  d'azote 
qu'auparavant.  A  titre  d'exemple,  je  citerai  les  chififres  trouves 
dans  un  pareil  essai  «passif»  (p^  =  1,04),  ou  la  precipitation  au 
moyen  du  chlorure  stanneux  etait  opere  de  la  maniere  decrite 
plus  loin  (p.  156).  Dans  un  volume  donne  du  filtrat  du  precipite 
provoque  par  le  chlorure  stanneux,  on  trouvait,  lorsque  1  echan- 
tillon  etait  preleve 

^)  A  I'endroit  cite,  p.  470. 
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immediatement  apres  le  melange  de  la  liqueur  experimentee  5'"g',66  N 
au  bout  d'V4  heure  d'abandon  a  37° 4'"g^8o  - 

—  \/2      —  —  —     4'"2S56  - 

—  Vi      —  —  —     4"'g^40  - 

—  I       —  —  —     4'"g'',40  - 

—  2       —  —  —     4"'g'^,40  - 

-      —         3       —  —  —     4'"^^40  - 

Si,  au  contraire,  la  matiere  a  digerer  etait  une  solution  de 
blanc  d'oeuf  de  poule  qui,  par  abandon  a  37*'  pendant  quelques 
heures  en  presence  dune  quantite  convenable  d'acide  chlor- 
hydrique,  avait  ete  convert!  en  acidalbumine,  la  liqueur  filtree 
apres  la  precipitation  au  chlorure  stanneux  accusait  une  teneur 
en  azote  constante  ou  plus  souvent  croissant  faiblement  avec  le 
temps,  par  suite  evidemment  d'une  lente  decomposition  de  la 
matiere. 

En  ce  qui  concerne  les  substances  ayant  servi  dans  la  serie 
experimentale  exposee  ci-dessous  a  titre  d'exemple,  nous  ferons 
les  remarques  suivantes,  par  lesquelles  on  verra  aussi  le  dispo- 
sitif  general  que  nous  avons  adopte. 

La  solution  pepsique  etait  preparee  en  dissolvant  4  gr. 
de  pepsine  (Langebek)  dans  500  cc.  d'acide  chlorhydrique  norm, 
au   ^100.    10  cc.  de  la  solution  contenaient  9'"s'',3i  d'azote. 

La  solution  d'acidalbumine  a  environ  1^/4*^/0  etait  pre- 
paree comme  suit:  1600  cc.  dune  solution  neutre  a  environ  4''/o 
de  blanc  d'oeuf  brut  de  poule  ^)  etaient  melanges  avec  2640  cc. 
d'eau  et  800  cc.  d'acide  chlorhydrique  normal.  Apres  abandon 
du  melange  a  37^  pendant  22  heures,  on  y  ajoutait  30  cc.  d'a- 
cide chlorhydrique  5 -normal,  et  apres  4  heures  d'abandon  ulte- 
rieur  on  ajoutait  encore  50  cc.  d'acide  chlorhydrique  5-normal;  on 
laissait  alors  le  melange  en  repos  pendant  23  heures,  toujours  a 
la  temperature  de  37*^.  La  solution  d'acidalbumine  obtenue 
ainsi  ^tait  opalescente  et  de  consistance  un  peu  gelatineuse, 
mais  n'accusait  pas  de  depot  proprement  dit  et  etait  facile  a 
pipetter  exactement-). 


^)  Ces  memes  Comptes-rendus  7,  45  (1907). 

')  Si,  au  contraire,  on  metlait  en  imivre  pour  la  preparation  de  raciilalhuminc 
la  incme  (]uantitc  d'acide  chlorhydri(jue,  mais  une  solution  de  hlanc  d'lruf 
plus  forle  '|ue  celle  indiijuce  ci-dessus,  le  melange  accpierait  niie  consistance 
franchement  gelatineuse  et  renfermait  i)arfois  un  dtfput  veriiahle. 
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Ainsi  que  le  montre  le  tableau  33,  on  a  employe  pour 
chaque  essai  360  cc.  de  la  solution  d'acidalbumine,  50  cc.  de 
solution  de  pepsine  et  40  cc.  d'un  melange  approprie  de  lessive 
de  sonde  et  d'eau.  Toutes  les  liqueurs  experimentees  etaient 
done  d'une  meme  concentration  en  chlorure  (un  simple  calcul 
donne  la  concentration  de  o,  19-normale  env.j,  tandis  que,  comme 
il  ressort  des  deuxieme  et  troisieme  colonnes  du  tableau  33,  la 
proportion  d'hydroxyde  sodique  et,  par  suite,  la  concentration 
en  ions  hydrogene  etaient  differentes  dans  les  diverses  liqueurs 
experimentees. 

Le  principe  du  dispositif  adopte  etait  exactement  le  meme 
que  celui  que  nous  avons  suivi  pour  I'inversion  du  saccharose 
(voir  p.  124):  La  solution  de  pepsine  n'etait  ajoutee  qu'apres 
avoir  ete  chauffee  pendant  un  temps  determine,  et  ensuite  on 
portait  les  liqueurs  dans  un  bain-marie  dont  la  temperature  pen- 
dant toute  la  duree  de  I'essai  etait  maintenue  entre  37^  et  37^1 
de  la  maniere  decrite  plus  haut. 

A  des  epoques  donnees,  immediatement  apres  avoir  se- 
coue,  on  prelevait  des  echantillons  de  30  cc.  chacun,  que  Ton 
versait  dans  des  fioles  jaugees  de  100  cc.  placees  dans  de  I'eau 
glacee  et  qui,  pour  les  echantillons  destines  a  la  precipitation  a 
I'acide  tannique,  contenaient  40  cc.  d'une  solution  aqueuse  —  et 
renfermant  de  I'acetate  de  sodium  —  de  la  quantite  d'hydroxyde 
sodique  necessaire  pour  neutraliser  I'acide  chlorhydrique  existant 
dans  les  30  cc.  preleves,  tandis  que  les  fioles  destinees  a  la  pre- 
cipitation au  chlorure  stanneux  renfermaient  30  cc.  d'une  solu- 
tion semblable,  a  laquelle  on  avait  cependant  ajoute  du  chlorure 
de  calcium^). 

Ainsi,  les  fioles  destinees  a  recevoir  les  echantillons  preleves  au 
cours  de  lexperience  I  contenaient 

pour  la  precipitation  au  chlorure  stannenx : 

lessive  de  soude  normale S'^'^,0 

lessive  de  soude  0,1   normale    6="^, 6 

solution  normale  d'acetate  de  sodium 2'='=,o 

eau i'=S4 

solution  de  chlorure  de  calcium  a   loVo  •  •  •  IS*^*^*© 

pour  la  precipitation  a  I'acide  tannique  : 

lessive  de  soude  normale 5*^*^,0 

lessive  de  soude  0,1   normale 6 -'=,6 

solution  normale  d'acetate  de  sodium 2<="=,o 

eau 26'='=,4 

40 

*)  Voir  H.  Schjerning,   Zeitschr.  anal.  Chemie  37,  416  (1908). 
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Les  fioles  affectees  aux  autres  experiences  contenaient  des  me- 
langes similaires,  mais  renfermant  moins  d'hydroxyde  sodique  (com- 
parez  tableau   ;^2,  colonne  2). 

La  neutralisation  de  I'acide  chlorhydrique  et  le  refroidisse- 
ment  firent  cesser  la  digestion  pepsique  dans  les  echantillons 
preleves,  qui  d'ailleurs  furent  precipites  aussitot  que  possible  — 
au  plus  tard  une  heure  apres  la  prise  —  en  agitant  bien  au 
moyen,  respectivement,  de  20  cc.  d'une  solution  aqueuse  a  15% 
d'acide  tannique  ou  de  30  cc.  de  chlorure  stanneux  prepare 
d'apres  H.  Schjerning^). 

Apres  la  precipitation,  on  abandonna  les  fioles  a  la  tempe- 
rature du  laboratoire  jusqu'au  lendemain,  puis  etendit  avec  de 
I'eau  jusqu'au  trait,  et  ensuite,  apres  les  avoir  bien  secouees  a 
plusieurs  reprises,  on  les  abandonna  de  nouveau  a  la  tempera- 
ture ordinaire  pendant  vingt-quatre  heures.  Apres  filtration,  on 
dosa,  suivant  Kjeldahl,  la  teneur  en  azote  d'un  volume  donne, 
ordinairement  50  cc. ,  de  la  liqueur  filtree;  d'apres  la  quantite 
d'azote  trouvee,  la  proportion  totale  d'azote  des  30  cc.  non  pre- 
cipitable  a  I'acide  tannique  ou  au  chlorure  stanneux  a  ete  cal- 
culee  sans  tenir  compte  du  volume  du  precipite. 

La  concentration  en  ions  hydrogene  fut  mesuree  elec- 
trometriquement.  Elle  ne  subit  guete  de  changement  pendant 
la  digestion:  c'est  seulement  dans  les  solutions  les  moins  acides 
que  des  mesurages  faits  avant  et  apres  la  scission  pepsique  ac- 
cusaient,  comme  on  pouvait  s'y  attendre,  une  tres  faible  diminu- 
tion de  la  concentration  des  ions  hydrogene  au  cours  de  la  di- 
gestion. 

Concurremment  avec  les  essais  precites  sur  la  pepsine  ac- 
tive, on  en  effectua  dune  fagon  identique  une  serie  sur  une  so- 
lution passive  (c.-a-d.  chauffee  au  bain  d'eau  bouillante  pendant 
I  heure)  de  pepsine.  Ces  derniers  essais  ont  donne  pour  resul- 
tat  que  la  quantite  d'azote  non  precipitable  par  I'acide  tannique 
se  maintenait  parfaitement  constante  pendant  toute  leur  duree, 
quelle  que  fut  la  concentration  ionique  du  milieu.  30  cc.  de  li- 
queurs « passives »  se  sont  trouves  renfermer  tant  au  debut  qu'a 
la  fin  de  I'experience  3'"Kr^i4  d'azote  non  precipitable  par  I'acide 
tannique;  les  chiffres  indiques  dans  les  6  dernieres  colounes  du 
tableau  ^^  ont,  par  consequent,  ete  obtenus  en  retranchaiit   3,14 


^)  A   I'endroil  cite,    p.  4I4. 
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des  proportions  d'azote  trouvees,  dans   les   essais   actifs,    dans  la 
liqueur  filtree  du  precipite  a  1  acide  tannique. 

Par  contre,  on  put  constater  que  la  quantite  d'azote  non 
precipitable  par  le  chlorure  stanneux  augmentait,  bien  que  tres 
faiblement,  a  peu  pres  proportionellement  avec  le  temps,  aug- 
mentation qui,  malgre  les  concentrations  ioniques  differentes,  etait 
a  peu  pres  la  meme  dans  toutes  les  liqueurs.  C'est  pourquoi 
nous  avons  calcule  avec  les  valeurs   movennes  tirees  de  tous  les 


V2 


13       20      49 


.4,10    4,10  4,30    4,56  4,72    4,80  4,98  5,08    5,42 


essais. 

Le    temps    t    en 

heures 

Quantite  d'azote, 
en  milligrammes, 
non  precipitable 
au  chlorure  stan- 
neux de  30  cc. 
des  liqueurs  pas- 
sives, au  bout 
du  temps  t 

Par  consequent,  les  chiffres  indiques  au  tableau  33,  colon- 
nes  4  a  12,  sont  obtenus  comme  les  differences  entre,  d'un  cote, 
les  quantites  d'azote  trouves  dans  les  essais  actifs  dans  les  li- 
queurs filtrees  du  precipite  provoque  par  le  chlorure  stanneux 
et,  de  I'autre  cote,  les  chiffres  precites  provenant  des  essais 
passifs. 

Bien  que,  comme  nous  I'avons  deja  mentionne  plus  haut 
(p.  153),  les  chiffres  consignes  dans  le  tableau  33  et  exprimant 
I'accroissement  de  la  quantite  d'azote  non  precipitable  par  le 
chlorure  stanneux  ou  par  I'acide  tannique,  ne  puissent  etre 
consideres  comme  une  mesure  directe  et  absolue  de  la  grandeur 
de  Taction  enzymatique,  un  simple  examen  de  ces  chiffres  per- 
met  pourtant  de  se  former  une  idee  de  la  position  du  point  op- 
timal de  la  concentration  en  ions  hydrogene. 

En  examinant  d  abord  les  chiffres  obtenus  par  la  precipita- 
tion a  I'acide  tannique,  on  voit  que,  pour  une  duree  d'une  heure 
et  demie,  les  essais  III  (p^  =  1,22)  et  IV  (p+  =  1,63)  represen- 
tent  la  zone  optimale,  et  que  c'est  dans  cet  intervalle  qu'il  faut 
chercher  le  point  optimal.  On  voit  aussi,  bien  que  pas  tres  net- 
tement,  qu'a  mesure  que  la  duree  se  prolonge,   le  point  optimal 
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se  trouve  deplace  vers  le  cote  acide,  et  si  Ton  choisit  une  du- 
ree  egale  ou  superieure  a  12  heures,  I'essai  III  (p-  =  1,22)  doit 
etre  considere  comme  representant  Taction  optimale. 

Ce  deplacement  de  la  situation  du  point  optimal  est  cepen- 
dant  beaucoup  plus  prononce  dans  les  resultats  se  rapportant  au 
chlorure  stanneux.  Quand  on  fait  durer  I'essai  V2  ou  1  heure, 
c'est  I'essai  IV  [p^  —  1,63)  qui  represente  Taction  optimale; 
toutefois,  les  valeurs  trouvees  dans  les  essais  III  et  V  font  voir 
que  c'est  plutot  entre  Pj^  =  1,63  (Essai  IV)  et  p^^  =  2,26  (Essai  V) 
qu'il  faut  chercher  le  point  optimal.  Ce  n'est  que  pour  une  du- 
ree  egale  a  2  heures  que  Tessai  IV  (p~  =  1,63)  represente  plei- 
nement  Taction  optimale,  et  si  la  duree  se  prolonge  encore,  les 
chiffres  nous  apprennent  tres  nettement  que  le  point  optimal  se 
rapproche  de  plus  en  plus  du  cote  acide  represente  par  Tessai 
III  (pj,  =  1,22). 

Pour  se  rendre  un  compte  plus  exact  de  cet  etat  de  choses, 
on  pent,  comme  nous  Tavons  indique  precedemment  (p,  153),  de- 
terminer graphiquement  les  temps  differents  qui  dans  les  diver- 
ses  conditions  experimentales  se  sont  ecoules  avant  que  la  reac- 
tion ait  atteint  une  certaine  etendue.  C'est  dans  ce  but  que,  en 
nous  basant  sur  les  resultats  qu'ont  donnes  les  precipitations  par 
le  chlorure  stanneux,  nous  avons  dresse  des  courbes,  en  prenant 
comme  abscisses  la  duree  de  Tessai  exprimee  en  heures,  et 
comme  ordonnees  la  quantite  exprimee  en  milligrammes  d'azote 
transforme,  c.-a-d.  Taugmentation  en  mgr.  de  la  quantite  d'azote 
non  precipitable  par  le  chlorure  stanneux. 

Dans  la  Table  6,  a  laquelle  je  reviendrai  plus  loin,  se  trouve 
reproduite  une  petite  partie  de  ce  systeme  de  courbes.  En  y 
tragant  des  lignes  paralleles  a  Taxe  des  abscisses  et  correspon- 
dant,  par  exemple,  aux  ordonnees  12,  18  et  24,  on  aura,  dans 
les  abscisses  des  points  de  section  de  ces  lignes  avec  les  cour- 
bes, les  divers  temps  qui  se  sont  ecoules  avant  que  la  reaction 
dans  les  differents  essais  ait  atteint  une  etendue,  respectivement, 
de  12,  18  ou  24  mgr.  d'azote.  Les  chiffres  obtenus  ainsi  se 
trouvent  reunis  dans  le  Tableau  34  (p.  162),  tandis  que  la  Table  7 
(p.  163)  donne  une  representation  graphique  de  la  dependance 
existant  entre  la  concentration  en  ions  hydrogene  et  le  temps. 

II  ressort  du  tableau  34  et  encore  plus  nettement  de  la 
table  7,  que,  pour  la  courbe  de  12  mgr.  (c.-a-d.  d'une  courte 
duree  d'essai),  le  point  optimal  de  la  concentration    en    ions   hy- 
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Table  6. 
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Tableau  34. 

D^pendance  entre  la  concentration  en  ions    hydro- 
gene  du  milieu  et  la  vitesse  de  decomposition  me- 
suree  d'apres  la  methode  au  chlorure  stanneux. 


Concen  tration  en 

Duree  de  I'experience  (en  heures), 

ions  hydrogene 

au  bout  de  laquelle  I'augmentation 

Numero 

du  milieu,  mesuree 

de  la  quantite  d'azotenon  precipat. 

de  I'essai 

electrometriquement 
p+ 

par  le  chlorure  stanneux  etait  de 

12  mgr. 

18  mgr. 

24  mgr. 

I 

0.76 

1.73 

3-47 

11.00 

II 

0.99 

1.52 

2.98 

7-63 

III 

1.22 

0.95 

2.08 

3-75 

IV 

1.63 

0.57 

1.78 

3-70 

V 

2.26 

0.59 

2,20 

5.50 

VI 

4.09 

1.60 

Plus  de 
49  heures 

Plus  de 
49  heures 

drogene  —  qui  repond  evidemment  ici  aux  ordonnees  minimales 
des  courbes  —  est  situe  a  una  concentration  correspondant  a 
un  exposant  d'ions  hydrogene  un  peu  inferieur  a  2.  Au  con- 
traire,  en  examinant  les  courbes  de  18  et  de  24  mgr.  (c.-a-d. 
celles  qui  repondent  a  une  duree  plus  longue),  on  voit  de  suite 
que  le  point  optimal  de  concentration  ionique  ne  correspond 
plus  a  Pjt  =  env,  2,  mais  a  p^  =  env.  1,5  ;  en  d'autres  termes,  a 
mesure  que  la  duree  se  prolonge,  le  point  optimal  se 
trouve  deplace  vers  le  cote  acide. 

A  titre  de  comparaison,  il  est  interessant  d'examiner  de  plus 
pres  la  forme  dififerente  des  courbes  relatives  au  temps  sur  la 
table  6.  On  voit  alors  que  la  courbe  representant  I'essai  VI  (le 
moins  acide  des  milieux,  p:^  =  4,09)  presente  au  commencement 
des  ordonnees  plus  grandes  (correspondant  a  une  plus  vive  ac- 
tion enzymatique)  que  les  courbes  I  et  II  (correspondant  aux 
milieux  les  plus  acides)  et  que,  d'autre  part,  elle  ne  tarde  pas 
a  changer  de  direction,  de  fagon  a  couper  II  et  I,  pour  aller 
ensuite  presque  parallelement  a  I'axe  des  abscisses  (correspon- 
dant ainsi  a  une  action  enzymatique  tres  faible). 

On  constate  en  outre,  bien  que  moins  nettement,  que  la 
courbe  V  (p~  =  2,26)  prend  une  allure  analogue :  la  table  6  mon- 
tre  comment  au  bout  d'environ  i  h.  ^/4  cette  courbe  vient  cou- 
per III,  et  nous  pouvons  ajouter  (comparez  tableau  ^^)  qu'au 
bout  de  20  heures  elle  pourra  egalement  avoir  coupe  II. 
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Meme  la  courbe  IV  montre   une  descente  bien  marquee  vers 

la  courbe  III,  et  le  tableau   33    fera   voir   qu'apres    49   heures  IV 

aura  coupe  III. 

Table  7. 


' 

24mgrN 

/ 

/ 

\ 

I  J 

/ 

V   y 

ISmgr 

N 

\ 

^ 

l2mgrN 

/ 

^^ 

\ 

^^ 

'^-^^ 

^^^^^^-^ 

1.00 


2.00 


3.00 


4,00 


Exposant  des  ions  hydrogcne :  p^ 


II  nous  parait  fort  probable  que,  comme  nous  I'avons  expli- 
citement  signale  a  propos  de  I'invertine  (voir  p.  147),  I'explication 
de  ce  remarquable  etat  de  choses  doit  etre  cherchee  dans  les 
vitesses  differentes  avec  lesquelles  la  destruction  de  I'enzyme  a 
lieu  aux  diverses  concentrations  ionicjues.  Alors  que  la  decom- 
position de  I'invertine  etait  particulierement  bien  accusee  aux 
concentrations    en    ions    hydrogene    supdrieures    a    I'optimum,    il 
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ressort  de  la  serie  experimentale  que  nous  venons  d'exposer, 
que  la  pepsine  se  comporte  inversement :  en  effet,  la  destruc- 
tion spontaneequisetraduit  par  la  descente  des  cour- 
bes  de  temps  vers  I'axe  des  abscisses,  est  d'autant 
plus  nette  que  le  milieu  est  plus  alcalin. 


Pancreatine.  Les  difficultes  que  nous  rencontrames  dans 
I'etude  de  la  scission  au  moyen  de  la  pancreatine,  etaient  d'un 
genre  un  peu  different  de  celles  que  nous  venons    de  mentionner. 

Dans  la  digestion  pancreatique,  en  effet,  un  si  grand  nombre 
de  «liaisons  peptidiques*  sont  rompues  que  la  titration  au  for- 
mol  pent  tres  bien  etre  appliquee  au  mesurage  quantitatif  de 
I'etendue  de  la  proteolyse.  Comme,  en  outre,  la  pancreatine 
est  susceptible  de  demolir  ulterieurement  des  proteines  deja 
partiellement  desagregees,  telles  que  par  exemple  la  peptone 
Witte,  il  s'ensuit  que  le  mesurage  de  la  concentration  en  ions 
hydrogene  pent  etre  effectue  avec  une  precision  suffisante  par 
voie  colorimetrique,  au  moins  en  ce  qui  concerne  les  essais 
preliminaires. 

Dans  I'etude  de  la  dependance  de  la  scission  pancreatique 
de  la  concentration  ionique,  la  principale  difficulte  reside  dans 
ce  fait,  signale  deja  dans  un  memoire  precedent^),  que  la  con- 
centration en  ions  hydrogene  subit  une  modification  notable  au 
cours  de  la  digestion  pancreatique.  II  est  vrai  qu'il  nous  a  ete 
possible  de  limiter  considerablement  ces  changements  de  con- 
centration ionique  en  additionnant  les  liqueurs  experimentees  de 
doses  abondantes  de  melanges  de  tampons  appropries;  mais 
comme  il  s'agit  souvent  ici  precisement  de  la  region  de  concen- 
tration ionique  dans  laquelle  les  indicateurs  utilises  pour  la 
titration  au  formol  ont  leur  virage,  il  est  evident  que  par  une 
addition  dun  tampon  approprie  a  cette  region,  cette  titration 
sera  rendue  plus  difficile,  ou  parfois  (par  exemple,  lorsqu'on  se 
sert  de  melanges  de  borates  comme  tampons)  meme  tout  a  fait 
impossible. 

Comme,  d'ailleurs,  les  resultats  auxquels  nous  sommes 
arrives  jusqu'a  present,  semblent  indiquer  que  la  preparation  de 
pancreatine  utilisee  par  nous  (Rhenania,   a  Aix-la-Chapelle)  ne 


')  Ces  memes  Comptes-rendus    7,    54   (1907);    voir   aussi    le    present    memoire 
p.  60. 
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renferme  pas  qu'une  seule  enzyme  —  nous  n'avons  pas  eu  a  notre 
disposition  de  jus  de  pancreas  pur  — ,  nous  avons  cru  devoir 
ajourner  la  publication  des  resultats  obtenus. 

R6suni6. 

I  **  II  faut  bien  distinguer  entre  acidite  et  concentration 
en  ions  hydrogene:  c'est  cette  derniere  seulement  qui  joue 
un  role  dans  les  scissions  enzymatiques. 

2"  Quand  le  facteur  de  normalite  d'une  solution  sous  le 
rapport  des  ions  hydrogene  est  designe  par  io~p,  nous  proposons 
pour  la  valeur  numerique  de  I'exposant  le  nom  d'exposant 
des  ions  hydrogene  et  la  designation  pj^. 

3^  Dans  les  scissions  enzymatiques  la  concentration  en 
ions  hydrogene  du  milieu  joue  un  role  analogue  a  celui  de 
la  temperature  a  laquelle  I'experience  est  operee.  Par  courbe 
de  concentration  en  ions  hydrogene  d'une  enzyme,  on 
entend  la  courbe  qu'on  obtient  en  prenant  pour  ordonnees  les 
quantites  de  matiere  scindee  dans  les  conditions  on  Ton  s'est 
place  et  dans  I'unite  de  temps,  et  en  utilisant  comme  abscisses 
les  exposants  d'ions  hydrogene  des  milieux.  Les  courbes  des 
concentrations  en  ions  hydrogene  marchent  dans  les  scissions  en- 
zymatiques d'une  fagon  analogue  aux  courbes  de  temperature. 

4*^  Pour  le  mesurage  de  la  concentration  en  ions  hydrogene 
d'une  solution  on  ne  pent  se  servir  d'aucune  methode  par  la- 
quelle la  concentration  ionique  change  au  cours  de  I'operation: 
par  consequent,  toutes  les  methodes  ordinaires  de  titra- 
tion acidimetrique  et  alcalimetrique  sont  inapplicables  a 
cette  recherche.  Et  les  methodes  de  mesurage  «catalytiques'> 
ne  se  pretent  generalement  non  plus  a  la  determination  des  con- 
centrations ioniques  dans  les  scissions  enzymatiques ;  dans  les  cas 
assez  rares  011  ces  methodes  sont  valables,  on  ne  pent  s'en  servir 
qu'en   usant  de  toutes  les  precautions  requises. 

5°  Comme  methodes  de  mesurage  des  concentrations  en 
ions  hydrogene  dans  les  scissions  enzymatiques,  nous  recom- 
mandons  ces  deux  procedes  qui  se  suppleent  I'un  a  I'autre:  la 
methode  electrometrique  tres  precise,  mais  en  meme 
temps  assez  prulixe,  et,  d'autre  part,  la  methode  col  or  i- 
metrique,  dont  le  degre  de  precision  est  moindre, 
mais  qui,  en  revanche,  est  dune  execution  extreme- 
ment  simple. 
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6''  Methode  electro metrique. 

a.  Soit  71  la  force  electromotrice  a  iS*^  d'un  element  com- 
pose d'une  electrode  au  calomel  dans  une  solution  norm,  au  ^/lo 
de  chlorure  de  potassium  et  d'une  electrode  a  I'hydrogene  (pla- 
tine  platine)  dans  une  liqueur  electrolyte  ayant  pour  exposant 
d'ions  hydrogene  p~;  nous  avons  vu  que  I'equation 

^  =  03Z77  +  0,0577  X  Ph 
exprime  alors  la  dependance  existant  a   i8*^  entre    la  force   elec- 
tromotrice de  cet  element  et  la  concentration  en  ions  hydrogene 
de  la  liqueur  electrolyte;  si  p+  =  o,  on  aura  ttq  =  0,3377. 

b.  Dans  la  table  principale  de  courbes  annexee  au 
present  memoire,  la  ligne  qui  exprime  graphiquement  I'equation 
ci-dessus,  se  trouve  designee  par  le  nom  de  ligne  des  expo- 
sants.  A  I'aide  de  cette  ligne,  on  pent  d'une  faqon  purement 
graphique,  sans  avoir  besoin  de  faire  aucun  calcul,  convertir 
une  valeur  mesuree  de  rr  en  la  valeur  correspondante  de  p^,,  et 
inversement. 

c.  Par  mesurage  electrometrique  de  concentrations  en  ions 
hydrogene  des  lessives  de  soude  etendues,  la  constante  de  dis- 
sociation de  Teau  a  18°  a  ete  trouvee  egale  a  0,72 X  io~'4  =  jq-m-m, 

d.  En  dissolvant  dans  de  I'eau  certaines  substances  de 
composition  simple,  substances  dont  on  peut  aisement  verifier 
la  purete  et  qui  a  I'etat  garanti  pur  sont  dans  le  commerce 
(C.  A.  F.  Kahlbaum,  a  Berlin),  on  peut  preparer  des  solutions 
etalons  par  le  melange  desquelles  dans  des  proportions  deter- 
minees  il  est  possible  de  se  procurer  des  solutions  possedant 
une  concentration  en  ions  hydrogene  quelconque  entre  I0~'  et 
io~'3  environ,  exactement  determinee  d'avance  par  voie  electro- 
metrique. Sur  la  table  de  courbes  principale  annexee 
a  ce  memoire,  on  peut  avec  facilite  lire  graphique- 
ment I'exposant  d'ions  hydrogene  de  n'importe  lequel 
de  ces  melanges. 

Dans  le  choix  des  corps  entrant  dans  les  solutions  etalons, 
on  s'est  surtout  adresse  aux  substances  dans  lesquelles  I'organisme 
a  de  quoi  se  proteger  contre  des  modifications  trop  brusques  de 
la  concentration  ionique.  Nous  avons  a  diverses  reprises  signale 
1  importance  que  presente  pour  les  reactions  enzymatiques  la 
presence  de  pareils  «tampons». 

e.  Nous  avons  cite  un  certain  nombre  de  cas  particuliers 
OLi  1  on  rencontre  des  difficultes    au    cours    du    mesurage   Electro- 
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metrique  de  solutions  dent  il   peut   etre   question   dans   les   scis- 
sions enzymatiques. 

7.  Methode  colorimetriq  ue. 

a.  Nous  avons  decrit  la  methode  a  suivre  pour  le 
mesurage  colorimetrique  dans  lequel  des  melanges  des 
solutions  etalons  mentionnees  servent  de  liqueurs  de  com- 
paraison. 

b.  La  methode  est  entachee  dun  certain  nombre  de  sour- 
ces d'erreurs,  dont  la  principale  est  imputable  a  la  tendance 
qu'ont  les  proteines  naturelles  et  leurs  produits  de 
scission  les  moins  desagreges  a  se  combiner  aux  in- 
dicateurs,  inconvenient  qui  dans  certains  cas  rend  le  mesurage 
colorimetrique  au  moins  difficile,  sinon  tout  a  fait  impossible. 

En  raison  de  ces  sources  d'erreurs,  il  a  ete  necessaire  de 
verifier  avec  le  plus  grand  soin,  jusqu'a  quel  point  chaque  indi- 
cateur  particulier  est  propre  a  servir  dans  des  conditions  varices, 
en  vue  de  rejeter  ceux  qui  ne  sont  pas  valables  et  de  deter- 
miner le  degre  de  precision  qu'on  peut  obtenir  avec  ceux  re- 
connus  bons.  Dans  ces  mesuragesde  control e,  la  mesure 
electrometrique  de  la  concentration  en  ions  hydro- 
gene  a  servi  de  methode  fondam  entale. 

c.  Les  indicateurs  soumis  a  cet  examen  et  dont  plusieurs 
n'etaient  pas  connus  jusqu'ici,  se  divisent,  principalement  d'apres 
la  position  du  point  de  virage,  en  5  groupes,  pour  chacun  des- 
quels  nous  donnons  un  choix  convenable  des  mesures  de  con- 
trole  efifectuees  au  moyen  des  indicateurs  les  plus  importants  et 
les  meilleurs  qui  y  appartiennent. 

d.  Quelques-uns  des  indicateurs  les  plus  usuels,  le  rouge 
Congo  par  exemple,  doivent  etre  consideres  comme  tout  a  fait 
inutilisables  dans  les  mesurages  de  ce  genre. 

e.  Nous  basant  sur  I'ensemble  des  mesures  de  con- 
trole  effectuees,  nous  conseillons  I'emploi  de  20  indi- 
cateurs. Toutefois,  comme  ils  ne  sont  pas  egalement  utilisab- 
les  dans  toutes  conditions,  il  est  indispensable,  lorsqu'il  s'agit  de 
faire  le  choix  d'un  indicateur  approprie  a  un  cas  donn^,  de 
tenir  compte  d'un  certain  nombre  de  faits  explicitement  men- 
tionnes  (voir  p.  1 18). 

8.  L'importance  de  la  concentration  en  ions  hy- 
drogene  pour  les  scissions  par  I'intermediaire   le  Tin- 


vertine,  de  la  catalase  et  de  la  pepsine,  est  demontree 
par  des   exemples: 

a.  Dans  des  conditions  d'ailleurs  egales,  la  con- 
centration en  ions  hydrogene  optimale  de  Tin  version 
du  saccharose,  a  ete  reconnue  etre,  a  tres  peu  de  chose  pres, 
independante  du  genre  etde  la  quantitede  Tin  vertine 
comme  aussi  de  I'acidifiant  dont  on  s'est  servi.  Dans 
les  conditions  oil  Ton  a  opere,  la  concentration  ionique  optimale 
de  I'inversion  correspond   a  p+  =  4,4  a  4,6. 

b.  Au  moyen  dune  serie  d'experiences  portant  sur  I'inver- 
tine,  nous  avons  demontre  la  necessite,  dans  les  etudes 
sur  la  cinetique  reactionnelle,  de  faire  entrer  en  ligne 
de  compte  la  concentration  en  ions  hydrogene,  et  nous 
avons  signale  que  les  manieres  tres  differentes  dont  nos  prede- 
cesseurs  ont  envisage  la  cinetique  de  I'inversion  du  saccharose, 
sont  attribuables,  au  moins  en  partie,  a  ce  qu'ils  n'ont  pas  tenu 
suffisamment  compte  de  I'importance  de  la  concentration  ionique 
pour  ce  processus  enzymatique. 

c.  Apres  avoir  attire  I'attention  sur  I'importance  que  pre- 
sente  la  decomposition  spontanee  des  enzymes  dans  les  etudes 
de  ce  genre,  nous  avons  signale  la  dependance  qui  en  resulte 
entre  la  duree  et  la  temperature  de  I'experience  et  la 
concentration  en  ions  hydrogene  du  milieu. 

A  mesure  que  cette  duree  se  prolonge,  le  point  optimal  de 
la  concentration  en  ions  hydrogene  de  1' in  vertine  se  trouve 
un  peu  deplace  vers  le  cote  alcalin. 

d.  A  la  temperature  de  O^,  la  concentration  optimale  en 
ions  hydrogene  de  la  catalase,  se  trouve  aux  environs  du  point 
neutre,  mais  une  prolongation  de  la  duree  parait  la  faire  deplacer 
un  peu  vers  le  cote  acide. 

e.  A  la  temperature  de  2)7^,  la  concentration  optimale  en 
ion  hydrogene  de  la  scission  pepsique,  est  nettement  de- 
pendante  du  temps:  pour  des  durees  courtes,  le  point  optimal 
correspond  a  un  exposant  d'ions  hydrogene  un  peu  inferieur  a 
2;  mais  quand  la  duree  se  prolonge,  le  point  optimal  est  deplace 
vers  le  cote  acide. 

Marls  igog. 
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Dans  un  precedent  memoire  ayant  le  titre  ci-dessus^),  j'ai  de- 
crit  un  certain  nombre  de  solutions  etalons  qui,  melangees 
en  proportions  convenables,  fournissent  des  liqueurs  de  compa- 
raison  propres  a  servir  au  mesurage  colorimetrique  de  la  con- 
centration en  ions  hydrogene.  Parmi  ces  solutions  il  s'en  trouve 
une  solution  moleculaire  au  ^/is  de  phosphate  secondaire  de 
sodium  de  la  composition  Na2HP04,  2H2O. 

Les  exigences  relatives  a  la  purete  de  ce  sel,  sont  les 
suivantes : 

I  °  La  solution  aqueuse  du  sel  doit  etre  limpide,  et  ne  ren- 
fermer  ni  sulphate  ni  chlorure. 

2°  Apres  vingt-quatre  heures  de  dessiccation  a  100°  et  sous 
une  pression  de  20  a  30  millimetres,  puis  chauffage  prudent  au 
rouge  sombre  jusqu'a  poids  constant,  la  perte  totale  de  poids 
doit  etre  de  25.28  +  o.i  "^/o;  pour  cette  operation  on  prend  en- 
viron 5  gr. 

Une  recherche  directe  en  vue  d'une  teneur  possible  en  phos- 
phate primaire  ou  normal,  n'est  pas  exigee;  toutefois,  il  faut  ajou- 
ter  que  tous  les  echantillons  de  phosphate  sodique  secondaire  en 
solution  aqueuse  desquels  nous  nous  sommes  servi  dans  I'execu- 
tion  du  travail  mentionne,  ont  donne  avec  la  phenolphtaleine  une 
couleur  d'un  rouge  faible  mais  bien  distinct,   reaction  consideree 


^)  Comples-rendus  dcs  Iravaux  du   Laljoratoire  de  Carlsberg  8,    1    (1909). 
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ordinairement  comme  caracteristique  du  sel  secondaire  pur.  Ce- 
pendant,  dans  quelques  recherches  effectuees  ces  derniers  temps, 
nous  avons  constate  que  le  phosphate  sodique  secondaire  regarde 
comme  pur,  contient  en  reahte  trois  a  quatre  pour  cent  de  sel 
primaire,  dont  il  peut  etre  debarrasse  par  une  ou  deux  nouvelles 
cristallisations  dans  de  I'eau. 

Une  solution  aqueuse  du  sel  ainsi  purifie  donne  avec  la  phe- 
nolphtaleine  (voir  I'epreuve  mentionnee  ci-dessous)  une  forte  couleur 
rouge.  Comme  le  sel  se  comporte  de  la  meme  maniere,  meme 
si  Ton  repete  la  cristallisation,  on  peut  a  mon  avis  y  voir  une 
preuve  de  la  purete  du  sel  recristallise. 

II  va  sans  dire  que  rien  n'empeche  d'utiliser  comme  matiere 
etalon  un  phosphate  sodique  secondaire  renfermant  du  sel  pri- 
maire, pourvu  que  la  quantite  de  ce  dernier  soit  toujours  la 
meme  et  se  laisse  facilement  definir,  ainsi  qu'il  a  ete  le  cas 
pour  les  preparations  employees  par  nous,  lesquelles  avec  la 
phenolphtaleine  ont  toutes  donne  invariablement  une  faible  cou- 
leur rouge^).  D'un  autre  cote,  il  faut  y  regarder  a  deux  fois  a 
se  servir  comme  matiere  etalon  d'une  substance  impure,  dont  la 
preparation  risque  de  ne  pas  donner  la  surete  voulue,  qu'on 
est  certain  d'obtenir  lorsqu'il  s'agit  de  la  preparation  d'une 
substance  pure,  dont  la  recristallisation  ne  peut  pas  etre  repetee 
trop  souvent.  C'est  pourquoi  il  m'a  semble  rationnel  de  rem- 
placer  le  phosphate  secondaire  impur  par  le  phosphate  pur, 
malgre  I'inconvenient  qu'il  pouvait  y  avoir  a  faire  dans  la  courbe 
de  phosphates  de  la  table  principale  les  corrections  que  cela  com- 
porte. II  est  evidemment  indispensable  de  pouvoir  controler  sans 
trop  de  difficulte  si  le  phosphate  secondaire  adopte  est  reelle- 
ment  pur  sous  le  rapport  en  question,  ou  bien  s'il  renferme  en 
quantite  appreciable  du  phosphate  primaire  ou  normal.  C'est 
pourquoi  il  est  necessaire  que  le  sel  secondaire  suppose  pur,  a 
cote  des  exigences  de  purete  indiquees  plus  haut,  puisse  soutenir 
I'epreuve  suivante: 

Dans  un  flacon  jauge  de  lOO  cc.  et  rempli  d'air  exempt 
d'acide  carbonique,  on  fait  dissoudre  dans  de  I'eau  bouillie  i'i',2 
du  sel;  puis    on   verse    de    I'eau  jusqu'au    trait.     Sur    la   solution 


^ 


^)  Nous  avons  aussi  examine  un  certain  nombre  de  preparations,  se  trouvant 
dans  le  commerce,  de  phosphate  sodique  commun,  preparations  qui  sont 
exemptes  de  chlorure  et  de  sulphate.  Additionnees  de  phenolphtaleine,  elles 
ont  toutes  donne  une  couleur  legerement  rosee,    mais  jamais   un  fort  rouge. 
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ainsi  obtenue  on  preleve  trois  fois  lO  cc.  En  meme  temps  on 
prepare  les  melanges  de  borate  suivants  mentionnes  dans  mon 
memoire  principal  (page  43):  «8  borate  +  HC1»,  «9  borate  + 
HC1»,  «io  borate*,  «9  borate  +  NaOH»  et  «8  borate  4-  NaOH». 
A  chacune  de  ces  8  liqueurs  on  ajoute  5  gouttes  de  phenol- 
phtaleine  (os'^,5  dans  500  cc.  d'alcool  +  500  cc.  d'eau).  Les  solu- 
tions de  phosphate  devront  alors  prendre  une  teinte  rouge  d'une 
intensite  analogue  a  celle  du  melange  «io  borate»;  il  faut  en 
tout  cas  quelles  soit  situees  entre  «9  borate  +  HC1»  et  <9  borate 
+  NaOH».  Si  alors  a  I'une  des  solutions  phosphatiques  on  ajoute 
une  goutte  de  lessive  normale  au  ^/lo  de  sonde,  et  a  une  autre 
une  goutte  d'acide  chlorhydrique  normal  au  Vio,  la  premiere 
devra  prendre  une  couleur  rouge  plus  intense  que  celle  de  «8 
borate  +  NaOH»,  tandis  que  la  seconde  apparaitra  d'une  teinte 
moins  intense  que  celle  de  «8  borate  +  HC1». 

Dans  ces  conditions,  il  etait  naturel  d'examiner  si  I'autre 
phosphate  servant  de  matiere  etalon:  le  phosphate  primaire  de 
potassium,  n'etait  pas,  lui  aussi,  susceptible  d'une  purification 
ulterieure  au  moyen  d'une  recristallisation  reiteree.  Get  examen 
nous  a  permis  de  constater  que  le  phosphate  primaire  jusqu'ici 
utilise  doit  bien  etre  considere  comme  pur;  mais  d'un  autre  cote, 
lors  du  mesurage  electrometrique  de  solutions  de  phosphate  pri- 
maire de  la  purete  duquel  il  n'y  avait  pas  a  douter,  il  nous  est 
arrive  d'avoir  des  valeurs  qui  s'ecartaient  de  quelques  millivolts 
de  la  valeur  indiquee  pour  le  phosphate  primaire  pur  dans  le 
memoire  precedent:  jt  =  0.5990.  C'est  pourquoi  je  suis  d'avis 
qu'il  convient  de  pointiller  dans  la  courbe  de  phosphates  la  sec- 
tion comprise  entre  «primaire  pur»  et  «o.25  secondaire»,  pareille- 
ment  a  ce  qui  a  lieu  partout  011  les  courbes  de  la  table  sont 
pres  d'etre  paralleles  a  I'axe  des  abscisses.  De  plus,  j'ai  cru 
necessaire  de  prescrire  pour  le  phosphate  potassique  primaire,  une 
epreuve  de  purete  pareille  a  celle  exigee  pour  le  sel  sodique 
cecondaire. 

On  fait  dissoudre  05'',9  de  phosphate  potassique  primaire  dans 
de  I'eau  bouillie,  comme  il  a  ete  indique  plus  haut,  et  Ion  complete 
la  solution  jusqu'a  loo  cc.  Comme  liqueurs  de  comparaison  on 
emploie  «6--7 — 7,5  —  8 — 9  citrate  +  HC1».  A  ces  liqueurs,  ainsi 
qu'a  10  cc.  de  la  solution  phosphatique,  on  ajoute  10  gouttes  de 
solution  de  reactif  indicateur  (o»£',l  du  sel  sodique  de  I'acide 
a-naphtylamino-azo-parabenzenesulfonique  dans  600  cc.  d  alcool  -f- 
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400  cc.  d'eau;  N°  12  de  la  liste  des  indicateurs^)).  Pour  ce  qui 
concerne  sa  teinte,  la  solution  phosphatique  doit  se  trouver  au 
voisinage  de  «7,5  citrate  +  HC1»,  et  en  tout  cas  entre  «7  ci- 
trate +  HCb   et   «8  citrate  +  HC1»,  tandis  qu'une  addition  d'une 


Composition 
du  melange  phosphatique 

1 
Valeurstrouveespour  1 
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Valeurs  trouvees  pour 
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n 

Exposant 
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71 
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P+ 
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08092 

8.17, 

0.8385 

(8.67,) 

9-75  ■ 

—         -+0.25-    -        —         — 

0.8015 

8-03  6 

0.8188 

8.33, 

9-5     - 
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0.7914 

7.863 

0.8018 
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9 
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0.7838 
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8 
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0.7616 
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0,7636 

7.38, 

7 
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0,7500 

7-146 

0.7513 
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6 

—        --4       .    .       _        _ 
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0.7404 

6.979 

5 
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4 

—        .+6       -    -       -        ~ 

0.7210 
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0.7210 

6.64, 

3 

—       -+7          ■       —        — 

0.7109 

6.46, 

0,7109 

6.46s 

2 

_        .+8       -   -       —        — 

0.6977 

6.23  a 

0.6977 

6.23, 

I 
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0,6787 

5-9io 

0.6785 

5.90 « 

0-5     - 

—        --9-5   -   -       —        - 

0.6608 

5-6co 

0.6602 

5.58s 

0.25  - 
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0.6438 

5-305 

0,6428 

5.28. 

0.1     - 
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0.6248 

4-97  •; 

0.6230 

(4.94,) 

10      -          —       — 

0.5990 

4.52. 

0.5970 

(4.94,) 

goutte  d'acide  chlorhydrique  normal  au  V/io  on  d'une  goutte  de 
lessive  normale  au  Vio  de  soude,  doit  emmener  la  teinte  de  la 
solution  phosphatique  distinctement  hors  de  ces  litnites"). 


')   Comples-rendus  des  travaux  du    Laborat.  de  Carlsberg  8,    1 17   (1909). 

')  II  va  de  soi  qu'au  point  de  vue  purement  theorique,  lorsqu'il  s'agit  de  veri- 
fier la  purete  d'une  matiere  etalon,  il  n'est  pas  bon  d'uiiliser  une  autre  solu- 
tion etalon,  qui  peut  etre  impure  elle-meme.  Si  pour  les  epreuves  de  purete 
ci-dessous  decritcs  des  phosphates,  j'ai  neanmoins  propose  d'employer  des 
melanges  respectivement  de  borate  et  de  citrate,  c'est  parce  que  dans  ces 
cas  speciaux  nous  avons  affaire  a  des  melanges  correspondant  a  des  parties 
presque  verticales  de  la  courbe  de  borate  ou  de  citrate ;  par  suite,   de  faibles 
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En  partant  de  matieres  etalons  satisfaisant  non  seulement  aux 
exigences  anterieures,  mais  aussi  a  celles  etablies  dans  la  presente 
note,  on  a  prepare  des  solutions  etalons,  comme  il  a  ete  decrit  dans 
le  memoire  principal  (a  I'endroit  cite,  p.  35).  Nous  avons  employe 
des  solutions  etalons  de  trois  echantillons  differents  de  phosphate 
primaire  (dont  deux  etaient  fournis  par  C.  A.  F.  Kahlbaum, 
tandis  que  le  troisieme  avait  ete  prepare  par  recristallisation  dans 
notre  laboratoire)  et  trois  solutions  de  phosphate  secondaire  (deux 
echantillons  de  Kahlbaum  et  un  troisieme  prepare  par  trois  cris- 
tallisations  successives  d'une  preparation  de  Kahlbaum).  Des 
melanges  de  ces  solutions  etalons  ont  ete  mesures  electrometrique- 
ment,  de  la  maniere  habituelle,  par  M.  S.  Palitzsch.  Les  resul- 
tats  de  ces  mesurages,  qui  montraient  une  bonne  concordance  entre 
eux,  sont  reproduits  ci-contre  sous  forme  de  tableau  synoptique, 
auquel  nous  avons  ajoute,  pour  faciliter  la  comparaison,  les  valeurs 
trouvees  anterieurement  pour  le  phosphate  secondaire  impur. 

A  I'aide  des  valeurs  de  p^^,  indiquees  en  caracteres  gras  a 
la  derniere  colonne,  on  pourra  aisement  apporter  les  modifications 
necessaires  a  la  courbe  de  phosphates  de  la  table  principale,  de 
fagon  a  la  faire  correspondre  aux  phosphates  reellement  purs  que 
Ton  trouve  chez  C.  A.  F.  Kahl  b  aum,  a  Berlin.  Les  quatre  va- 
leurs de  p^  mises  entre  parentheses,  indiquent  que  la  courbe  doit 
etre  pointillee  depuis  «primaire  pur»  jusqu'a  «o,25  sec.»,  et  de 
«9,75  sec.»  a  « 10  sec.»^). 

Le  tableau  comme  aussi  la  courbe  de  phosphates  modifiee, 
montrent  que  la  difference  trouvee  n'a  d'importance  pratique  que 
pour  les  melanges  de  phosphates  les  plus  alcalins.  Pour  tous 
ceux  situes  autour  du  point  neutre,  la  difference  trouvee  est  ex- 
tremement  minime  et,  d'ailleurs,  tantot  positive  et  tantot  negative; 
aussi,  en  ce  qui  concerne  ce  chapitre-la,  avons-nous  cru  devoir 
maintenir  les  anciennes  valeurs. 

Nous  avons  profite  de  I'occasion  pour  nous  procurer  chez 
C.  A.  F.  Kahlba  um  deux  nouveaux  echantillons  des  autres  ma- 
tieres etalons  aussi  (glycocolle,  acides  citrique  et  borique),  et  nous 
en  avons  verifie  la  purete,  de  meme  que  nous  avons  mesure  par 
voie  electrique  quelques  solutions  etalons  pr^parees  a  partir  d'eux. 


quantites  d'impuretes  dans  les  solutions  de  citrate  ou  dc  borate,   sont   ici  sans 
consequence. 
')  Aux    tables    des   courhcs   acconipagnant  cette  reimpression   toutes  ces  correc- 
tions sont  introduitcs. 
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Pour    ces   substances   nous  avons  constate  un  parfait  accord  avec 
les  resultats  relates  dans  le  memoire  principal. 

II  ne  me  reste  plus  qu'a  faire  remarquer  que  toutes  les 
questions  discutees  dans  ce  dernier  —  par  exemple,  le  degre  de 
precision  et  I'application  des  methodes  electrometrique  et  colori- 
metrique  dans  diverses  conditions,  aussi  bien  que  les  exemples 
cites  de  I'importance  de  la  concentration  en  ions  hydrogene 
pour  les  scissions  enzymatiques  —  ne  sont  point  atteintes  par  la 
legere  modification  qui  fait  I'objet  de  la  presente  note. 

Octobre  igog. 


.^ 


ON  THE  PROTEID  SUBSTANCES  OF  BARLEY, 

IN  THE  GRAIN  ITSELF  AND  DURING  THE 

BREWING  PROCESSES. 


BY 

H.  SCHIERNING. 


SECOND  SECTION. 


Transformation  of  the  Proteid  Matters  during  Malting 
and  Malt  Storing. 


1.     Introduction. 

AS  has  been  already  mentioned  in  the  First  Section  of  the 
J'Y  present  work,  the  investigations  we  are  to  deal  with  in  the 
sequel  have  for  their  object  the  gaining  of  a  more  thorough 
knowledge  of  the  changes,  or  transformations,  which  the  proteid 
matters  in  barle}'  undergo  in  the  course  of  the  malting,  both 
in  regard  to  the  quantitative  and  the  qualitative  aspect  of  the 
question.  It  is,  however,  a  matter  of  course  that  our  researches 
have  not  to  deal  exclusively  with  the  transformation  of  proteids 
alone,  but  that  we  must  also  take  other  groups  of  substances 
into  account,  the  more  so  because  these  cannot  possibly,  in  the 
case  before  us,  be  left  out  of  consideration,  if  the  work  is  to  be 
of  any  value  at  all. 

Thus  it  would  be  of  little  consequence,  if  an  investigation 
proved  the  conversion  of  proteids  to  have  reached  an  extent 
entirely  satisfactory  under  certain  conditions  of  experiment,  if  it 
were  not  shown  at  the  same  time  that  the  total  transformation 
of  organic  matter  had  been  accomplished  in  a  desirable  manner. 
To  take  an  example,  what  would  it  avail  a  practical  man 
to  be  informed  that  a  sample  of  barley,  after  two  days'  steeping 
and  subse(iuent  germination  at  14*^  for  10  da}'s,  showed  a  trans- 
formation in  every*  way  satisfactor\-  as  far  as  the  proteid  matters 
were  concerned,    —  if  the  experiment  did  not  at  the  same  time 
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inform  him  that  the  conversion  of  the  other  groups  of  substances 
had  reached  the  extent  desired  r  It  has  therefore  been  necessary 
to  follow  not  only  the  conversion  of  the  proteids,  but  also  the 
formation  of  extract  from  first  to  last,  and  the  transformations 
by  which   it  is  determined. 

Likewise  it  was  obviously  necessary  to  follow  the  formation 
of  acids  and  the  transformations  of  mineral  constituents  (ash;  — 
yet  only  in  the  main  features.  To  go  farther  was  not  practicable, 
because  the  analytical  work  would  then  have  become  so  exten- 
sive as  to  render  it  impossible  for  me  to  carry  it  through. 

The  various  malting  processes  may  very  naturally  be  divided 
into  three  different  stages,  namely  —  the  steeping,  germination, 
and  kiln-drying.  Of  these  the  first-named  forms  the  one  destined 
to  induce  the  germination,  and  the  kiln-drying  brings  it  to  an  end. 

The  chief  aim  of  steeping  is  to  supply  the  barley-grains 
with  the  amount  of  moisture  requisite  for  a  normal  course  of 
germination,  whilst  the  kiln-drying  has  mainly  for  its  object  to 
deprive  the  germinated  material  of  water,  so  as  to  bring  the 
germination  process  to  a  stop,  and  to  utterly  obviate  the  possi- 
bility of  an  ulterior  germination.  It  is  undoubted  that  germina- 
tion already  begins  before  the  steeping  is  finished,  especially  in 
the  last  stages  of  steeping,  and  is  continued  during  the  kiln- 
drying,  at  all  events  in  the  early  stages  of  the  latter,  until  the 
germinating  material  has  attained  a  convenient  degree  of  desic- 
cation, and  the  temperature  has  reached  a  certain  height,  ranging 
between  30**  and  38*^  C. ^)  (it  may  vary  somewhat  in  different 
crops). 

As  may  be  inferred  from  the  above  remarks,  no  well  defined 
limit  can  be  thought  to  exist  between  the  three  phases  of  the 
malting  process.  If  we  keep  this  fact  in  view,  it  is  evident  that 
we  cannot  expect  by  means  of  experiment  to  get  the  question 
answered,  as  to  the  nature  of  the  process  by  which  germination 
is  begun,  and  of  that  by  which  it  is  terminated.  Thus  —  to  make 
it  clearer  —  it  cannot  be  expected  to  be  cleared  up,  whether 
germination  is  introduced  by  an  enzymatic  action,  an  oxidation, 
or   in    some  other  way,    nor   can  we  expect  to  ascertain  whether 


^)  According  to  J.  Sachs  37 — 38"  —  see  Lehrb.  d.  Botanik,  4.  Auf1.,  p.  699 
(1874),  or  Jahrb.  f.  wiss.  Bot.  2,  338  (i860);  F.  Haberlandt  gi\es  31  to 
37.5",  considering  31  "  as  fairly  corresponding  to  the  maximum  —  see  Land- 
wirtsch.  Versuchsst.  17,    116  (1874). 
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the  cessation  of  germination  be  due  to  the  annihilation  of  the 
vital  power,  or  perhaps  to  other  circumstances.  As  is  the  case 
whenever  we  have  to  deal  with  vital  processes,  the  beginning  and 
end  will  in  this  special  case  also  prove  to  be  "terrce  incognitcB'\ 

In  contrast  to  the  First  Section  of  the  present  work,  where 
we  were  dealing  with  the  formation,  growth,  and  ripening  of  the 
barle}'  corn,  or  the  series  of  processes  by  which  soluble  sub- 
stances, whether  containing  nitrogen  or  not,  are  converted  into 
insoluble  combinations,  we  are  in  this  Section  to  deal  exclu- 
sively with  a  series  of  processes  resulting  in  the  transformation 
of  insoluble  into  soluble  matters,  with  simultaneous  deve- 
lopment of  the  young  seedling,  or  parts  of  it.  One  might  feel 
tempted  to  assume  that  the  formation  of  the  grain  is  founded 
on  a  vital  action,  the  outcome  of  which  is  a  chemical  conden- 
sation by  which  the  amount  of  liberated  energy  is  converted 
into  latent  energy  (heat  being  bound),  whereas  germination  con- 
sists in,  or  perhaps  is  introduced  by,  the  circumstance  that  latent 
energy  is  set  free  (heat  being  liberated^)),  so  that  a  chemical 
decomposition  begins,  giving  rise,   in  its  turn,  to  a  vital  action. 

If  during  the  condensation  the  above-mentioned  conversion 
of  liberated  energy  into  latent  energy  does  not  take  place,  the 
grain  will  not  possess  the  power  of  germination,  and  if  the  latent 
energy  in  the  corn  formed  is  not  set  free  and  transformed  into 
free  energy,  the  corn  will  be  able  to  keep  its  germinative  power 
for  a  very  long  time. 

If  during  the  steeping  process  we  keep  within  certain  limits 
of  temperature,  and  make  exclusive  use  of  distilled  water,  the 
duration  of  steeping,  or  the  amount  of  moisture  absorbed  b}'  the 
corn,  will  be  the  sole  agent  determinative  of  the  release  of  latent 
energy.     That   temperature    plays   some    part    in    this   connection, 

^)  I.  Sachs,  1.  c. ;  see  also  J.  Wicsner:  Sitzungsb.  d.  K.  Aka<l.  d.  Wisseiisch. 
(Vienna)  64,  I.  Abt.  415  (1871).  I  may  also  refer  to  F.  Schonbein,  who 
holds  that  germination  is  originally  brought  about  by  the  catalylically  acting 
matters  in  the  seed  —  see  Journ.  fiir  jirakt.  Ch.  89,  341  (1863)  — ,  and 
to  G.  Bertrand,  according  to  whom  the  germination  of  barley  and  the  de- 
velo|)ment  of  heat  conse(|uent  upon  it  are  attributable  to  the  action  of  the 
laccase  —  see  Compt.  rend,  de  I'Acad.  des  scienc.  120,  266  (1895).  A.  Nil- 
son,  on  the  contrary,  considers  that  the  germination  of  barley  is  not  due 
to  enzymes,  but  that  the  case  is  entirely  the  reverse  —  sec  Journ.  Anieric. 
Chem.  Soc.  26,  289  (1904).  According  to  A.  Fischer,  the  vital  forces  are 
released  by  hydrogen  or  hydroxyl  ions  —  sec  Her.  d.  deutsih.  bot.  ties.  25, 
108  (1907;. 
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is  clear  enough^),  but  only  if  we  take  the  following  considerations 
into   account.     Below   a  certain  minimum  temperature,    or  above 
a  certain  maximum  temperature,    the  germ  itself  is  killed,    even 
if  latent    energy    be    freed    at   the    same    time.     If,    on    the    con- 
trary,   we    move    between    the    two   temperatures,    and    as    far  as, 
possible    from    the    two    limits   —    in    other    words,    as    near   as 
possible   to    the    optimum    temperature  — ,    it  will,    in   the    main, 
be    the    amount    of    absorbed    water   that    is    decisive,    and   that 
amount  increases,  within  the  same  unit  of  time,  in  proportion  to 
the  temperature.     If  we   were  to  inquire  into  the  action  exerted  | 
by   the    salts    during   steeping   and    germination,    our   task  would! 
be  extended  beyond  measure,  as  it  would  lead  us  to  trench  upon 
questions  relating  to  the  action  of  stimulants  and  that  of  poisons,! 
questions   which    form    a   well-nigh    unlimited    domain  of  inquiry. 
Add  to  this  the  fact  that  the  remarkable  investigations  of  Adrian 
J.  Brown  ^)  seem  to  entirely  overthrow  the  view  hitherto  univer- 
sally held  with  regard  to  the  influence  exercised  by  salts  on  the] 
barley-corn    during    the   steeping    process    itself.      Brown    showsj 
by    very    simple    experiments   that    it   is,    in    the    main,    only  the 
outermost  cell  layers  of  the  barley-corn  that  are  affected   by  thel 
salts  existing  in  the  steeping  water,    provided    that  the   corn  hasj 
not  been  damaged  by  too  strong  threshing  or  otherwise. 

A  good  deal  of  research-work  has  been  done  for  the  purpose 
of  elucidating,    from  a  purely  practical  point  of  view,   the  action"^ 
exerted  by  salts  during  the  malting  and  brewing  processes^). 

As  regards  germination  itself,  it  has  long  since  been  estab- 
lished, and  is  now  generally  recognized,  that  the  real  object  of 
that  vegetative  process  is  to  procure  such  a  provision  of  enzymes, 
that  the  various  groups  of  substances  (carbohydrates,  protei'ds, 
fats,  etc.)    may    be    split    up    in    a  satisfactory  manner  during  the 


^)  L.  Just:  Beitrage  z.  Biolog.  d.  Pflanz.  2,  311  (1877).  S.  Blaber:  Brewers' 
Journ.  43,   361   (1907). 

-)  Journ.   of  the  Instit.   of  Brew.    13,   658  (1907). 

^)  I  may  here  refer  to  the  well-known  manuals  of  brewing  and  malting:  — 
J.  Thausing:  Malzbereit.  und  Bierfabr.  E.  Prior:  Chemie  und  Physiologie 
des  Maizes  und  des  Bieres.  Moritz  and  Morris:  Handb.  der  Brauwissen- 
schaft.  J.  Sykes:  The  Principles  and  Practice  of  Brewing;  —  as  also  to  the 
following  new  investigations:  \V.  Windisch  and  H.  Boden:  Wochenschr. 
f.  Brauer.  21,  775  (1904).  A.  Fernbach:  i/'iW.  23,  159  (1906).  O.  Pank- 
rath:  Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw.  29,  680  (1906).  H.  Seyffert:  Hid.  30. 
199  and  214   (1907). 
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subsequent  brewing  processes.  We  are  here  compelled  to  think 
of  a  whole  series  of  enzymes,  some  of  which  exist  undoubtedly 
in  the  barley-corn  itself,  even  before  the  commencement  of  ger- 
mination, whilst  others  possibly  may  not  come  into  existence 
until  this  process  has  set  in. 

It  is  a  feature  common  to  all  these  enzymes  that  their  power 
of  reaction  (or  their  quantity)  increases  during  germination,  at 
any  rate  up  to  a  certain  point,  and  after  all,  it  is  only  this  in- 
crease of  power  that  we  have  to  deal  with  in  this  work. 

To  trench  upon  the  nature  of  enzymes  would  be  quite  ir- 
relevant in  this  connection,  as  we  shall  not  have  to  do  with 
them  at  all  as  substances  Q),  but  only  with  the  reactions  to  which 
they  give  rise,  and  the  products  thus  formed.  On  the  other 
hand,  it  would  be  appropriate  to  briefly  mention  the  enzymatic 
actions  met  with  during  the  germination  of  the  barley-corn. 

The  most  conspicuous  and  comprehensive  of  these  actions 
is  that  which  consists  in  the  splitting  up  of  carbohydrates,  and 
which  is  in  reality  due  to  at  least  three  different  enzymes,  namely 
glucase^j,  the  various  diastases'"*)  and  the  cytase^). 

The  fact  that  enzymes  acting  upon  fats,  are  widely  spread 
in  the  vegetable  kingdom'^),  and  have  been  proved  to  exist  in 
several  seeds,  as,  for  example,  in  maize ^),  leads  us  to  surmise 
that  enzymes  of  this  kind  also  exist  in  badey.  It  is  a  well-known 
fact  that  lipolytic  decompositions  do  occur  during  malting*^). 


^)  J.  Kjeldahl:  Compt.  rend,  des  travaux  du  Laborat.  de  Carlsberg  1,  189 
(1881).     Cussinier:   Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw.  9,   257  (1886). 

-)  Payen  and  Persoz:  Ann.  de  Chim.  et  de  Phys.  53,  73(1833  ,  and  many  others. 

*)  Mitscherlich  was  the  first  to  call  attention  to  cellulose-splitting  enzymes: 
see  Berichte  d.  K.  Preuss.  Akad.  der  Wissensch.  (Berlin)  1850,  p.  104.  I.  C. 
Lermer,  from  some  experiments  on  barley,  concludes  that  similar  enzymes 
are  formed  in  the  course  of  malting:  see  Dingier' s  Poly  tech.  Journ.  188,  324 
(1868).  H.  T.  Brown  and  H.  Morris  confirm  these  results  and  throw  further 
light  upon  the  matter;  they  give  the  enzyme  the  name  of  "Cytase"  :  see  Journ. 
of  the  Chem.  Soc.   57,  497  (1890). 

■*)  M.  A.  Mtintz  showed  that  the  fatly  substances  in  the  seeds  of  various  plants 
are  split  up,  during  germination,  into  free  acids  and  glycerine:  see  Ann.de 
Chim.  et  dc  I'hysique  [4J  22,  472  (1871).  I.  R.  Green  prepares  from  ger- 
minating seeds  of  Ricinus  communis  a  very  effective  enzyme:  see  Proc.  of 
Roy.  Soc.  of  London  48,    370  (1891). 

'')  W.  Sigmund  :  Sitzungsberichte  d.  K.  Akad.  d.  Wissensch.  (Vienna)  99  I.  Abth. 
407   (189OJ. 

")  M.  Wallerstein:  Forsch.-Ber.  iib.  Lei)ensm.  und  ihre  Bez.z.  Ilyg.  3,  372 
(1896).      From   Chein.  Cenir.il  I'.lt.    1S97.     I.    .S.  63. 
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Enz3'mes  transferring  oxygen,  or  even  actually  oxidising,  are 
largely  met  with  in  the  vegetable  kingdom.  F.  Schonbein^) 
was  probably  the  first  to  positivel}'  prove  their  presence.  G.  Ber- 
trand^)  showed  oxidising  enzymes  to  exist  in  the  sap  of  various 
lactrees,  and  he .  also  made  a  thorough  investigation  into  their 
mode  of  action.  He  at  first  called  them  »laccases«,  but  he  seems 
to  be  the  author  who  introduced  the  designation  »oxydases«  ^). 
That  similar  enzymes  also  exist  in  barlej"  and  malt,  was  already 
proved  by  Schonbein,  and  was  later  on  confirmed  by  various 
investigators.  In  regard  to  these  oxidising  enzymes  we  are  still 
somewhat  in  the  dark,  it  being  difficult  to  decide  (by  the  aid 
of  the  common  colour  reactions)  when  we  are  in  the  presence 
of  a  pure  oxydase  reaction,  and  when  we  have  to  do  with  an 
enzyme  which,  in  addition  to  its  specific  action,  is  also  endowed 
with  catalytic  properties.  Thus  it  is  a  well-known  fact  that  be- 
sides the  oxydases  (peroxydases)  there  are  probably  also  other 
enzymes  that  are  capable  of  splitting  up  hydrogen  peroxide,  and 
giving  in  this  reaction  the  well-known  colour  reaction  with 
guaiacum  tincture,  or  guaiacol.  J.  Jacobsen's*)  very  conclusive 
experiments  have  clearly  shown  that  the  catalytic  and  the  specific 
enzyme  action  are  in  several  cases  to  be  looked  upon  as  al- 
together independent  of  each  other;  but  it  is  still  left  uncertain, 
and  is  likely  to  remain  so  for  a  long  time  yet,  whether  a  de- 
finite pure  enzyme  is  able  to  bring  about  several,  or  only  one 
single  reaction. 

An  idea,  tolerably  clear  in  several  respects,  of  the  oxidation 
processes  taking  place  in  the  living  cell  is  conveyed  by  the  re- 
searches of  A.Bach  and  R.  Chodat^),  from  which  it  is  evident 
that  the  living  cell  must  necessarily  contain  three  different  oxida- 
tive enzymes,  namely  oxygenase,  peroxydase,  and  catalase.  The 
function  of  the  oxygenase  is  to  bind  the  oxygen  of  the  atmo- 
spheric air  to  certain  substances,  thus  giving  rise  to  superoxides, 
susceptible  of  supplying  afterwards  the  amount  of  oxygen  required 


')  Journ.   fiir  prakt.  Chem.  89,    323  (1863). 

■^)  Compt.  rend,  de  I'Acad.  des  scienc.  118,    125;    119,    1012  (1894);    120.   266 

(1895);    122,    1 132  (1896). 
*)  Bull,  de  la  Societe  chim.  [3]  15,   793  (1896). 
*)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  16,   340  (1892). 
^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  35,  1175  and  2466  (1902);   36,    1756(1903);  37, 

36,    1342,   2434  and  3786  (1904);   38,    1S7S  (1905);   39,    1664  (1906). 
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by  the  vital  processes.  The  mode  of  action  of  these  peroxides 
resembles  that  of  hydrogen  peroxide.  They  are  rendered  active  in 
turn  by  the  peroxydase,  which  liberates  the  oxygen,  when  it  is 
required  by  the  vital  processes.  Consequently  the  oxidation 
properly  so  called  in  the  living  cell  originates  in  the  system 
peroxydase  +  peroxide,  which  in  its  mode  of  action  corresponds 
entirely  to  the  system,  "peroxydase  +  hydrogen  peroxide  =  active 
oxygen".  In  order  to  prevent  the  living  cell  being  glutted  with 
peroxides,  the  enzyme  catalase  is  finally  formed,  which  has  for 
its  mission  to  split  up  the  excess  of  peroxides  formed  which  the 
vital  processes  cannot  utilise  without  prejudice  to  themselves. 
The  action  of  catalase  on  the  peroxides  produces  molecular,  or 
inactive  oxygen,  while  heat  is  set  free  at  the  same  time^j. 

After  researches  made  by  Umikoff^),  W.  Zaleski^),  E. 
Schulze  and  N.  Castoro*),  and  B.  Iwanowska^),  we  must 
fulh'  subscribe  to  the  view  that  all  seeds  and  tubers  contain 
phosphorus,  exclusively  or  almost  exclusively,  in  the  form  of 
organic  compounds ''i  and  in  but  trifling  quantities  in  the  form 
of  inorganic  combinations.  W.  Windisch  and  W.  Vogelsang''^ 
have  shown  this  to  hold  good  of  barley  also.  In  the  course  of 
the  malting  and  mashing  processes  these  organic  phosphoric 
compounds  are  split  up,  thus  giving  rise  to  inorganic  phosphoric 
combinations  The  decomposition  here  referred  to  is  brought 
about  by  an  enzyme   "phytase"®j. 

It  may  here  be  only  just  mentioned  that  E.  Bourquelot 
and  H.  Herissey  affirm  to  have  detected  in  malt  an  enzyme 
capable  of  splitting  up  pectin  bodies^). 

Finally,  we  meet  with  so-called  proteolytic  enzymes  in  barle\" 


*)  J.  Lesser   contests    this    view    of   the    function    of   the  catahise :     Zeiischr.    f. 

Biolog.  49,  575  (1907). 
'")  Zur  Biolog.   des  Phosphors.   1895  (from  Zaleski). 

*)  Ber.  d.  deutsch.  hot.  Ges.  20,   426  (1902);   24,   285  (1906);   25,   58  (1907). 
*j  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  41,  477  (1904). 

*)   Bull,  internal,  de  I'Acad.  des  scienc.   de  Cracovie    1906,    S.  616. 
')  According    to    S.    I'osternak    these  consists    of   the    lime  inagnt?siuni-salt  of 

anhydroo.\ymethylcndi]3hosphoric  acid  which  he  terms  "I'hytine":    see  Compt. 

rend.  d.   I'Acad.   des  scienc.  137,   202,   337,  439  (1903). 
'j  Wochenschr.  f.  Hrauer.  23,    516  (1906). 
*j   L. Suzuki,    K.  \'osh  i  m  u  ra    and   M.'l'akaishi    claim    to    have    isolated    it 

from  rice-bran:    Chem.  Central  lUl.    i<)07.    II.    S.  1037.      I    have   noi   the  origi 

nal  at  my   disposal. 
")  Compt.  rend.  d.  I'Acad.  des  scienc.    127,    19I    (1898J. 


and  malt,  the  occurrence  of  which  in  germinating  barley  is  first 
mentioned  by  Gorup-Besanez  and  H.  WilH).  Strangely  enough, 
some  inquirers  have  in  recent  times  put  in  question  the  correct- 
ness of  these  statements,  in  spite  of  the  fact  that  several  pheno- 
mena were  known  which  one  might  feel  tempted  to  consider  as 
constituting  perfectly  valid  evidence  of  proteolytic  scissions  taking 
place  during  the  germination  of  barley  (formation  of  albumoses 
and  amin-amid  combinations).  More  recent  investigations ^j,  into 
which  I  am  not  to  enter  here,  have  again  reinstated  the  statements 
of  Gorup-Besanez  to  the  place  to  which  they  are  entitled. 

According  to  my  former  researches^]  normally  ripened  and 
harvested  barley  does  not  contain  nitrogen  in  the  form  of  al- 
bumoses or  proteoses;  but  it  does  contain  a  smaller  amount  of 
nitrogen  in  the  form  of  amin-amid  combinations  (about  6  per 
cent  of  the  total  nitrogen  amount).  In  malt,  on  the  contrary, 
appreciable  proportions  of  nitrogen  are  always  found  in  the  form 
of  proteoses  and  amin-amid  combinations  (about  2  per  cent  and 
about  28  per  cent  respectively,  of  the  total  nitrogen  amount). 
This  fact  shows  plainly  enough  that  we  have  to  do  with  at  least 
two  proteolytic  scissions,  which  may  be  analogous  with  those 
proteolytic  actions  so  well  known  from  animal  physiology:  the 
scissions  by  the  agency  of  pepsin  and  trypsin.  The  correctness 
of  this  view  has  quite  recently  received  confirmation  by  the  very 
important  researches  of  Fr.  We  is*),  so  that  it  is  now  established 
with  full  certainty  that  during  the  germination  of  barley,  at  least 
two  proteolytic  enzymes  come  into  existence,  which  in  their  mode 
of  action  correspond  exactly  to  pepsine  and  trypsine.  They  have 
been  termed  peptase  and  tryptase  respectively,  partly  to  denote 
that  they  are  not  of  animal  origin,  and  partly  to  emphasize  that, 
compared  to  each  other,  they  react  in  a  manner  closely  similar 
to  the  two  animal  proteolytic  enzymes. 

We  is  also  claims  to  have  proved  the  existence  in  germinating 
barley  of  an  enzyme  by  which  albumen  is  coagulated^].  1  shall 
not,  however,  express  myself  on  this  point,  as  my  experiments 
will  not  be  concerned  with  this  part  of  the  matter. 


< 


^)  Ber.  d.  deulsch.  chem.  Ges.  7,    1478  (1874);   8,   1510  (1875). 

*)  Fr.  Weis,   Compt.  rend,  des  travaux  du  Laborat.  de  Carlsberg  5,  133  (1903). 

*)  Compt.  rend,  des  travaux  du  Laborat.  de  Carlsberg  6,   281   (1906). 

*;  Ibid.  5,    133  (1903). 

*)   Zeitschr.  f.  ])hysiol.  Chem.   31,    79  (1900). 
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It  is  a  matter  of  course  that  during  germination  and  kiln- 
drying,  transformations  (of  proteid  matters)  other  than  those 
attributable  to  the  action  of  proteolytic  enzymes  may  also  be 
thought  to  occur.  Thus,  for  instance,  attention  may  be  drawn 
to  the  fact  that  the  formation  of  syntonins  or  albuminates  is  not 
outside  the  range  of  probability.  At  all  events,  some  conside- 
rations set  forth  later  on  will  show  that  in  the  course  of  the 
malting  process  we  shall,  or  at  least  may,  be  in  presence  of  a 
proteid  transformation  which  does  not  manifest  itself  by  the  for- 
mation of  true  proteolytic  decomposition  products. 

The  large  number  of  investigations  effected  with  the  view 
of  throwing  light  on  the  processes  which  take  place  in  the  barley- 
grain  during  the  course  of  malting,  have  little  by  little  given  us 
a  pretty  complete  picture  of  the  whole  of  this  series  of  trans- 
formations. It  will  therefore  be  readily  understood  that  my  in- 
quiries have  only  in  so  far  been  directed  towards  this  part  of 
the  question  as  I  have  naturally  endeavoured,  as  far  as  possible 
to  fill  up  blanks  and  to  confirm  or  correct  earlier  statements  and 
views.  Should  I  explain  more  definitely,  what  has  been  the 
leading  principle  in  these  researches,  I  will  for  the  present  form- 
ulate the  problem  in  the  following  manner:  What  is  the  in- 
fluence exercised  by  each  individuel  malting  factor  on 
the  qualitative  and  quantitative  course  of  the  various 
transformations  taking  place  during  the  malting? 

Both  the  older  and  most  recent  literature  are  rich  in  publi- 
cations which  touch  on  the  action  displayed  by  protein  matters 
during  the  brewing  processes,  or  which  even  have  the  elucidation 
of  this  question  for  their  sole  object.  I  will  refer  to  some  of  the 
most  important  of  these  publications^),  without  mentioning  them 

^)  V.  Griessmayer:  Bayerisch.  Bierbrnuer.  12,  121  (1877);  Zeitschr.  1".  d.  ges. 
Brauw.  1,  361  (1878);  2,  137  (1879).  H-  Bungener  and  L.  Fries:  Zeitschr. 
f.  d.  ges.  Brauw.  7,  69  (1884).  F.  Szymanski:  //'/</.  9,  105  (1886). 
K.  L'llik:  iitW.  10,  45  (1887).  H.T.Brown  and  G.  11.  Morris:  Journ. 
ol  the  chem.  Soc.  57,  458  (1890).  .\.  Hilger  and  F.  van  dcr  liecke: 
Archiv  f.  Hygiene  10,  477  (1890).  A.  Schultc  im  Hofc:  Zeitschr.  f.  d. 
ges.  Brauw.  21,  231,  246  (1898).  A.  Kukla:  i^iW.  23,  418,  427,  442, 
457.  493.  5'3i  525  (1900).  J.  i.ernicr:  //'/</.  25,  151  (1902).  K.  Dink- 
lage:  iiirf.  27,  249  (1904).  F.  Weis:  Conipt.  rend,  des  'I'ravaux  (hi  i.aho- 
ratoire  de  Carlsberg  5,  133  (1903).  E.  Prior:  -Mlgem.  Zeitschr.  f.  Bierb. 
u.  Malzf.  32,  593  (1904) ;  34,513,527(1906).  (I.Neumann:  Wochcnschr. 
f.  Brauer.  22,  98,  489  (1905;;  Jahresber.  d.  Versuchs.-  untl  Lehranst.  1.  Brauer. 
Berlin  9,  342  (1906).  H.  T.  Brown:  Transact,  of  the  (Juinness  Research 
J.aborat.    1906;    Journ.  of  the  Inst,  of  Brew.    13,   394  (1907). 
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in  detail.  Generally  speaking,  it  may  be  said  that  we  are  here 
in  presence  of  a  smoothl}-  progressing  evolution  which  has  been 
leading  us  little  by  little  nearer  to  our  goal. 

The  work  which  formed  the  foundation  of  the  older  lite- 
rature was  H.  Ritthausen's  investigations  into  the  protein 
matters  to  be  found  in  the  seeds  of  cereals,  whereas  the  recent 
literature  on  the  subject  is  essentiall\-  based  upon  the  remarkable 
researches  of  Th.  B.  Osborne. 

Just  as  the  foundation  upon  which  rests  the  entire  question 
as  to  the  behaviour  of  proteids  during  the  brewing  processes 
has  undergone  very  material  modifications  in  consequence  of 
Osborne's  investigations,  so  also  have  the  anahtical  methods 
been  changing  their  character  in  the  process  of  time.  And,  as 
will  be  seen  further  on,  both  these  circumstances  combined  will 
bring  the  question  a  step  nearer  to  its  solution. 

As  regards  the  manner  in  which  the  formation  and  decom- 
position of  proteids  take  place,  we  must  in  the  main  adopt  the 
hypothesis  set  up  by  E.  Schulze^^,  whilst  emphasising  that 
proteolytic  enzymes  are  the  agencies  by  which  the  decom.position 
of  proteids  is  brought  about  during  germination. 


2.    Methods  of  Working. 

Apparatus  used.  Before  proceeding  to  describe  the  modes 
of  working  adopted  in  these  experiments,  it  will  be  necessary  to 
mention  two  apparatus  which  have  continually  been  employed 
with  advantage  in  experiments  on  germination  and  kiln-drying. 

In  the  experiments  on  germination  I  have  made  use  of  se- 
veral germinating  apparatus,  as  shown   in   Fig.  I. 

The  whole  of  this  apparatus,  with  the  exception  of  the 
grating  (rj,  is  made  of  glass,  making  it  possible  to  follow  the 
progress  of  germination  with  the  eye,  besides  facilitating  keeping 
the  apparatus  clean. 

The  apparatus  is  composed  of  two  principal  parts,  namely 
the  germinating  vessel  proper  A — B  and  the  cooler  (C).  The 
germinating    vessel    or    germinating    receiver    (Aj    consists    of   a 


^)  Zeitschr.  f.  physiol.  Ch.  24,  18(1898);  30.  241(1900);  38,  199(1903);  43, 
170(1904),  and  48,  387  (1906).  Landw.  Versuchsst.  55,  33  (1901).  Landw. 
Jahrb.  35.   621    ^1906). 
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cylindrical  glass  v^essel  with  a  flat  bottom.  Its  uppermost  edge 
is  provided  with  a  plane-ground  collar,  and  a  little  above  the 
bottom  there  is  a  tube  (q).  At  the  top  the  germinating  receiver 
is  closed  by  a  glass-cover  shaped  like  a  skullcap  (B),  the  under- 
edge  or  collar  of  which  is  plane-ground,  so  that  the  cover,  by 
means  of  a  little  vaseline,  may  be  adjusted  to  the  germinating 
receiver  (A)  so  as  to  render  it  perfectly  air-tight.  As  shown  in 
the  sketch,  the  cover  (B)  is  provided  with  two  tubes,  one  of 
which  serves  to  fasten  a  thermometer  (t),  which  must  be  so  long- 
stalked    that   the   mercury    bulb    reaches    down    to    the  surface  of 


Fig.  I.     Vio  of  its  nat.  size. 

the  germinating  material,  whilst  the  other  is  furnished  with  a 
glass-tube  bent  at  a  right  angle  (a),  which  is  only  just  carried 
through  the  India-rubber  stopper.  The  grating  (r)  consists  of  a 
thin  copper  plate,  perforated  with  many  holes  and  having  a  very 
low,  upwards  bent  edge.  It  rests  upon  three  legs  of  a  suitable 
height  and  is  well  tinned.  In  order  to  make  the  germinating 
receiver  sufficientl}"  heav\-  to  overcome  the  buoyancy  of  the  water 
in  the  cooler,  some  sand  or  a  convenient  number  of  lead-plates 
may  be  placed  under  the  grating.  By  means  of  a  glass-tube 
bent  twice  (d)  and  a  small  piece  of  India-rubber  connecting-tube 
provided  with  a  common  screw-clip  (H),  the  germinating  receiver 
is  made  to  communicate  with  a  simple  washing  apparatus  (E), 
which  is  half  filled  with  water.  This  last-named  apparatus  is 
connected  at  (g)  with  ;i  large,  empty  bottle,  which  in  turn  com- 
municates   with    a    common  water-air-piunp  and   with   a  pressure- 
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regulator,  which  is  adjusted  in  such  a  manner  as  to  prevent  an 
under-pressure  in  (E)  exceeding  a  mercurial  pressure  of  3  mm. 

The  cooler  (C)  consists  of  a  cylindrical  glass  receiver  with 
a  flat  bottom.  The  cooling  water  is  conveyed  to  it  through  the 
tube  (b),  which  reaches  down  to  the  bottom,  and  escapes  through 
the  tube  (p),  which  is  provided  with  a  waste-pipe  fe).  (D;  re- 
presents three  half  bricks  laid  on  the  bottom  of  the  cooler,  upon 
which  the  germinating  apparatus  (A)   is  placed. 

By  the  aid  of  the  arrangement  here  described  it  will  be  a 
comparatively  easy  matter  to  master  the  germination  tempera- 
ture^), the  illumination  darkness  or  light),  as  also  the  amount 
of  air  (oxygen)  conveyed  to  the  germinating  apparatus  within 
a  given  space  of  time^!. 

In  order  to  regulate  moisture  during  germination,  the  air 
must  either  be  saturated  with  aqueous  vapour  or  deprived  of  its 
water  by  letting  it  pass  through  concentrated  sulphuric  acid  before 
it  is  sucked  into  the  germinating  apparatus  (through  the  tube  a). 
It  is,  however,  necessary  to  adjust  the  apparatus  in  such  a  manner 
that  the  air,  after  being  saturated  with  vapour  or  dehydratised, 
is  cooled  down  to  the  same  temperature  as  the  one  at  which 
germination  is  to  be  conducted.  This  refrigeration  is  effected 
by  means  of  Allihn's  condensation  apparatus,  which  is  placed 
perpendicularly  in  a  Wulf's  triple-necked  bottle,  so  that  any 
condensation  drops  are  retained  in  the  latter  and  not  carried 
along  into  the  germinating  apparatus. 

In  the  germinating  apparatus  above  described,  up  to  i  kilo 
of  barley  may  be  worked  upon  with  facility,  but  of  course  also 
smaller  portions. 

In  my  kiln-drying  experiments,  as  also  in  drying  the  various 
samples  from  the  germination  experiments,  1  made  use  of  two 
kilns,  the  construction  of  which  is  seen  in  the  sketch  (Fig.  2), 
which  represents  a  section  through  the  kiln. 

^)  If  the  germination  is  to  be  conducted  at  a  temperature  higher  than  that  of 
the  laboratory,  the  water  to  be  conveyed  to  the  cooler  is  first  made  to  pass 
through  a  spiral  lead-pipe  placed  in  an  oil-bath,  the  temperature  of  which 
can  be  kept  practically  constant  by  means  of  an  adjusted  lamp.  This 
arrangement  was  used  in  the  germination  experiment  made  at  26".  During 
the  whole  course  of  the  latter  the  temperature  could  be  regulated  so  tar 
that  I  noticed  only  an  oscillation  of  T  ^/i ". 

*)  By  means  of  the  screw-clip  (H)  the  supply  of  air  may  easily  be  regulated  in 
such  a  way  as  to  make,  at  pleasure,  from  o  to  10  1.  (or  more)  of  air  pass 
through  the  apparatus  in  the  course  of  an  hour. 
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The  kiln  consists  of  an  outer  copper  cylinder  (y)  with  a  flat 
bottom,  in  the  centre  of  which  there  is  a  circular  excision  fitted 
with  a  common  heat  chimney  (g).  At  the  top  this  outer  cylinder 
is  fastened  to  and  connected  with  an  inner  copper  cylinder  (i)  so 
as  to  be  perfectly  air-tight,  in  the  manner  indicated  in  the  sketch. 
This  inner  cylinder,  which  constitutes  the  kiln  proper,  is  closed 
below  with  a  flat  bottom  in  such  a  manner  as  to  prevent  the 
air  from  penetrating,  whilst  a 
little  above  the  latter  a  cop- 
per tube  (f)  leads  out  from 
the  inner  receiver  through 
the  outer  cylinder.  To  the 
bottom  of  the  inner  cylinder 
is  soldered  in  the  form  of 
a  spiral  a  strip  of  copper, 
the  height  of  which  corres- 
eponds  to  the  height  of  th 
space  (a),  in  such  a  manner 
that  the  air  entering  the  kiln 
through  the  tube  (f)  is  forced 
to  move  spirally  from  the 
periphery  of  the  kiln  towards 
the  centre,  constantly  pass- 
ing over  the  surface  of  the 
heated  kiln-bottom.  When 
the  air  has  become  heated 
in  this  manner,  it  ascends 
through   the  short  tube  (v), 

which  is  covered  with  a  skull-cap  shaped  plate  of  copper,  by 
which  means  the  heated  air  is  forced  towards  the  sides.  The 
space  (a),  which  forms  the  heat-chamber  proper,  is  closed  above 
with  a  loose  copper  plate  (b) ,  in  which  the  tube  (v)  with  an 
appertinent  over-plate  (spreading' plate)  is  placed.  The  latter  (b) 
must  fit  as  closely  as  possible  to  the  periphery  of  the  inner 
cylinder.  Upon  the  plate  (b)  is  placed  an  open,  loose  copper 
cylinder  or  ring  (n),  furnished  above  with  a  ver\"  narrow  edge 
bent  inwards  at  a  right  angle,  which  only  serves  to  carry  the 
super- imposed  perforated  plate  (dj.  The  latter  is  provided  with 
a  great  number  of  comparatively  large  holes,  through  which  the 
heated  air  i)asses   up  inlt)  the  space  above.     Tlu'   plate  is,   in  the 
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centre  of  it,  provided  with  a  small  metal  button,  permitting  of 
its  being  readih'  taken  up  when  the  kiln  has  to  be  cleaned  or 
mended. 

Upon  the  plate  (d)  is  placed  an  open,  loose  copper  cylinder 
(nj  exactly  similar  to  that  mentioned  above,  on  which  the  kiln- 
plate  proper  (k)  rests.  The  latter  (k)  only  differs  from  the  plate 
fd)  in  that  it  is  pierced  with  a  very  large  number  of  small  holes 
or  longish  slits.  On  the  actual  kiln-plate  (k)  is  applied  a  ring  of 
India-rubber  (about  ^U  cm.  wide)  with  a  linen  tuck,  fitting  very 
exactly  to  the  side-wall  of  the  inner  cylinder  and  thus  preventing 
the  heated  air  from  moving  along  the  kiln-wall  up  through  the 
kiln  without  passing  through  the  materials  to  be  kiln -dried. 
Above  this  ring  is  placed  an  open  copper  cylinder  (m),  which 
is  somewhat  higher  than  the  two  above-mentioned,  and  whose 
edge  is  bent  outwards  at  a  right  angle  and  turning  down  so  as 
to  rest  directly  upon  the  India-rubber  ring.  The  diameter  of  this 
cylinder  (m)  is  somewhat  less  than  that  of  the  inner  cylinder  (i), 
thus  rendering  it  possible  to  wind  round  it  on  the  outside  one 
or  two  layers  of  asbestos  board  fastened  by  means  of  copper 
wire.  By  insulating  the  cylinder  (mj  in  this  manner,  the  malt  is 
prevented  from  coming  into  direct  contact  with  the  heated  kiln- 
wall.  The  kiln,  which  is  open  at  the  top,  is  closed  with  a  double- 
walled  lid  (A)',  the  cavity  of  which  is  filled  with  a  quantity  of 
insulating  silicious  earth  (Kieselguhrj.  As  shown  in  the  sketch, 
the  lid  has  a  little  groove,  in  which  an  India-rubber  ring  can  be 
inserted,  so  as  to  render  it  possible  to  make  the  kiln  ver}'  nearly 
air-tight  in  this  place  also.  Besides,  the  lid  is  provided  with 
two  handles  I'p)  and  two  cylindrical  apertures  (tubes),  one  of 
which  is  destined  to  contain  a  conveniently  long  thermometer  (t), 
whilst  the  other  ^O)  corresponds  to  the  kiln  -  chimney  (outlet). 
When  the  supply  of  air  to  the  kiln  is  to  be  diminished,  this 
may  be  done  by  inserting  in  the  tube  (f)  a  perforated  stopper 
equipped  with  a  short,  narrow  glass-tube.  By  providing  the 
latter  with  a  piece  of  India-rubber  tubing,  which  in  its  turn  is 
connected  with  a  washing  apparatus  and  a  water  air-blower,  the 
air-supply  to  the  kiln  may  be  regulated  at  pleasure  by  the  aid 
of  a  screw-clip. 

All  the  metallic  parts  of  the  kiln  are  of  copper,  and  all 
solderings  are  made  with  spelt  .solder.  The  whole  kiln  is  placed 
on    a    suitable    tripod-stand    and    may    be    heated    by    means  of  a 
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comparatively  small  gas-burner,  preferably  a  suitable  microlamp 
equipped  with  a  mica  chimney.  The  lamp  is  applied  in  such  a 
manner  as  to  make  the  combustion  products  ascend  through  the 
collecting  cap  ig),  from  which  they  disperse  into  the  space  (B) 
between  the  outer  and  inner  kiln-cylinder  (y  and  i)  and  ultima- 
tely go  out  through  the  ring  of  perforations  (I)  bored  at  the  top 
of  the  outer  cylinder.  Thus  the  combustion  products  do  not 
come   in  contact  at  all   with  the  materials  to  be  kiln-dried. 

Arrangements  of  the  experiments.  For  the  reasons 
specified  in  the  introduction  (p.  171),  my  attention,  as  regards 
the  steeping  process,  was  exclusively  directed  towards  the  dur- 
ation of  the  latter.  As  for  the  barley  samples  employed  in  the 
germination  experiment,  I  have  in  each  individual  case  examined 
the  influence  exerted  by  the  duration  of  steeping  upon  the  ve- 
getative energy  and  capacity.  I  still  consider  the  duration  that 
gives  the  greatest  vegetative  energy  (if  distilled  water  of  18"  to 
20*^  is  used)  as  the  "normal"  steeping  time  of  the  barley  sample 
concerned,  and  it  is  this  which  has  been  adopted  in  all  my  ex- 
periments, except  where  it  was  essentially  my  intention  to  follow 
the  influence  of  the  steeping  time  itself  on  the  progress  of  the 
germination  process.  It  must  be  taken  for  granted  that  what  I 
call  the  "normal  steeping  time"  must  coincide  with  the  moment 
in  steeping  when  the  barley  has  absorbed  the  amount  of  moisture 
necessary  for  the  normal  progress  of  germination  without  being 
at  the  same  time  weakened  in  vital  power.  In  all  the  germina- 
tion experiments  the  steepings  were  effected  with  distilled  water 
at   iS** — 20^.     The  water  was  renewed  from  day  to  day. 

Each  germination  experiment  was  made  with  600  gr.  of  air- 
dried  barley,  which  was  put  in  steep  with  2  1.  of  distilled  water. 
Simultaneously  with  the  daily  renewal  of  the  steeping  water, 
distilled  water  was  added  in  such  a  quantity  as  to  cause  the 
total  volume  of  the  steep  to  remain  unaltered  during  the  whole 
of  the  steeping  process. 

Partly  for  the  purpose  of  finding  my  bearings  with  regard 
to  the  best  arrangement  of  my  experiments,  and  partly  in  order 
to  get  the  necessary  exercise  in  the  use  and  adjustment  of  the 
various  apparatus  described  above,  I  undertook  some  preliminary 
experiments,  into  the  details  of  which  I  shall  not  enter.  The 
upshot  was  that  after  steeping  600  gr.  of  air-dried  barle\-  for 
two   or   three    days   with    distilled    water   at    18° — 20",    and    then 
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letting  it  germinate  for  lo  days  at  14®  (during  the  whole  course 
of  germination)  with  an  air-supply  or  ventilation  corresponding 
to  about  10  I.  per  hour,  the  barley  thus  treated  yielded  a  quite 
excellently  germinated  malt  with  a  vigorous  rootlet  (6—7  gr. 
rootlet  dry  substance  to  100  gr.  malt  dry  substance,  and  a 
plumule  nearly  equal  to  the  whole  length  of  the  corn.  The  ex- 
periments, moreover,  showed  the  following  arrangement  to  be 
satisfactory^  with  regard  to  preventing  the  germinating  material 
drying  up  during  germination:  Before  being  sucked  into  the 
germinating  apparatus,  the  air  conveyed  to  it  was  saturated  with 
moisture  at  a  temperature  some  degrees  higher  than  that  at 
which  germination  was  to  be  conducted,  and  then  the  same  air 
was  cooled  down  to  14*^  —  i.  e,  the  germinating  temperature  of 
the  experiment  —  by  being  made  to  pass  through  an  Allihn's 
condenser;  finally,  it  was  forced  to  traverse  a  water-layer  about 
2  cm.  high.  l"o  denote  this  state  of  things  I  shall  use,  in  what 
follows,  the  expression  "Normal  Degree  of  Moisture". 

The  loss  of  dry  substance  during  a  10  days'  germination 
(starting  from  600  gr.  of  air-dried  barley)  in  no  case  exceeded 
85  gr.  If  we  suppose  this  loss  or  combustion  to  take  place 
according  to  the  equation : 

CeHioOfi  +  Oio  =  6  CO.,  +  6H,0, 

it  follows  that  the  85  gr.  of  dry  substance  (CrHjoOr^)),  in  order 
to  be  oxidised  so  as  to  form  carbonic  acid  and  water,  demand 
302.2  1.  of  air.  Hence,  in  one  hour  1259  cc.  of  atmospheric  air 
must  be  supplied.  In  order  to  obtain  a  perfectly  normal  germi- 
nation, it  is,  for  several  reasons,  necessary  that  a  considerable 
excess  of  air  should  be  supplied.  The  "normal  quantity  of  air" 
constantly  conveyed  to  the  germinating  apparatus  while  working 
on  600  gr.  of  air-dried  barley,  was  10  1.  of  atmospheric  air  per  hour. 
In  order  to  shut  out  light  from  the  germinating  apparatus, 
the  latter  was  wrapped  up  in  a  case  of  thick  brown  paper  or 
carton  and  covered  above  with  a  lid  of  the  same  material. 


*^)  C.  Day  holds  that  the  oxidation  loss  (the  whole  amount  of  carbonic  acid"* 
is  due  to  an  oxidation  of  carbohydrates  of  the  formula  CgHjuOj.  If  germi 
nation  is  conducted  at  a  higher  temperature,  he  is  apt  to  suppose  that  a  small 
amount  of  carbonic  acid  is  formed  at  the  expense  of  both  soluble  and  in- 
soluble  nitrogenous  compounds   —  see  Journ.  Chem.  Soc.  59,  664   (1891). 

A  ]ireliminary  account  of  the  respiration  process  is  gi\en  by  I'.  Boysen- 
J  en  sen   in   Bcr.  d.  deutsch.  bot.  Gcs.  26,  666  (190S). 
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During-  germination  the  material  was  well  mixed  up  —  turned 
—  once  a  day,  reckoned  from  the  day  on  M^iich  the  rootlet 
became  visible. 

Before  being  examined,  the  steeped  germinating  materials 
were  dried  for  24  hours  in  one  of  the  above  described  experi- 
mental kilns  in  the  following  manner:  —  The  lamp  used  for 
heating  the  kiln  was  adjusted  in  such  a  way  that  the  tempera- 
ture of  the  empty  —  unloaded  —  kiln  could  be  maintained 
between  44 "^  and  46*^  throughout  the  day  in  the  interior  of  the 
kiln  proper.  The  temperature  in  the  germinating  material  itself 
will  then  never  exceed  45  ^.  In  order  to  make  clear,  on  what 
scale  the  rises  of  temperature  take  place  during  these  kiln-drying 
processes,  I  will  illustrate  by  a  few  examples  the  greatest  fluc- 
tuations I  have  observed.  When  the  empty  kiln  has  been  ad- 
justed at  45*^  and  heated  to  this  same  temperature,  and  when  it 
is  then  loaded  with  220  gr.  of  germinating  material  at  1 1  o'clock 
a.  m,,  then  the  temperature,  measured  just  above  the  germinating 
material,  will  rise  according  to  the  following  scale: 

First  da}',        1 1   o'clock  a.  m 34^  — 35  ^ 

noon 36    — 38 

1  o'clock  p.  m 36.5 — 39 

2  -  -      36.5—39 

4        -  -      36.5—39 

Second  day,   1 1         -         a.  m 42    — 44 

We  pretty  soon  reach  so  high  a  temperature  (30 — 39®)^) 
that  the  germinating  power  is  completely  destroyed;  on  the 
other  hand,  we  shall  not  reach  40^  until  at  the  end  of  several 
(at  least  4)  hours,  that  is,  only  after  a  ver)'  considerable  part  of 
the  water  has  evaporated.  Thus,  on  the  one  hand,  the  germi- 
nating power  is  destroyed  almost  immediately  by  this  mode  of 
drying,  whilst,  on  the  other,  the  enzymes  present  in  the  green 
malt  can  scarcely  be  presumed  to  be  weakened,  and  still  less 
killed. 

The  experiment  material  tiuis  dried  up  contains  lietween  7 
and  9  per  cent  of  water  and,  hence,  is  sufficiently  dry  to  permit 
of  the  rootlet  being  readily  removed  by  means  of  a  sufficienth' 
careful    treatment   on    a   sieve.     As   for   the    plumule,    where  this 

*)   Accordinj,'  to  Sachs   3.S'*;    bul    acconliiif;    to    1 1  a  ln-rl  and  i  only   ,^1"  (I.e.). 
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is  fully  developed  "hussars"),  it  is  not,  as  a  rule,  dried  up  so 
intensely  as  to  be  torn  off  at  the  same  time  with  the  rootlet. 
In  general,  only  a  very  small  number  of  plumules  come  to  be 
included  in  the  determination  of  the  quantity  of  rootlets.  It  is  only 
when  we  have  to  do  with  a  germinating  material  possessing  many 
hussars,  or  grown-through  plumules,  that  we  shall  consequently 
always  arrive  at  a  somewhat  too  high  estimation  of  the  quantity 
of  rootlets;  but  this  only  occurs  in  the  case  of  over-germination. 
Since  the  dried  material  contains  only  7  to  9  per  cent  of  water, 
it  may,  without  being  exposed  to  alterations,  be  kept  for  some 
time  in  a  dry  place  and  in  the  dark,  which  is  necessary  for  the 
sake  of  the  analytical  work.  The  work  was  throughout  arranged 
in  such  a  way  that  the  dried  samples  were  always  examined 
before  they  had   been  standing  for  a  fortnight. 

Methods  of  Analysis.  During  the  course  of  the  malting 
process  the  relative  proportions  of  the  divers  groups  of  substances 
are  undergoing  continual  changes,  analogous  to  those  taking  place 
during  the  formation  and  growth  of  the  barley-corn.  If,  there- 
fore, we  wish  to  get  absolute  expressions  for  the  changes  under- 
gone by  the  corn  during  malting,  we  are  compelled  to  arrange 
and  dispose  our  analytical  work  in  such  a  manner  that  the  results 
can  be  estimated  as  so  many  gr.  of  substance  in  a  definite  number 
of  corns,  in  this  case  always  10,000  corns.  For  further  evidence 
I  need  only  refer  the  reader  to  the  results  of  my  barley  ripening 
experiments  (Compt.  rend,  des  travaux  du  Laborat.  de  Carlsberg 
6,  239  (1906). 

It  is  evident  that  the  analytical  methods  must,  in  their  leading 
features,  be  identical  with  those  utilised  in  the  barley  ripening 
experiments.  In  certain  points,  however,  it  will  be  necessary 
to  make  some  modifications,  because  in  these  investigations  there 
are  two  peculiar  circumstances  which  must  be  taken  into  account. 

Any  lot  of  barley  contains  a  greater  or  smaller  number  of 
corns  which  only  commence  germinating  comparatively  late,  if  at 
all.  This  circumstance  may  easih'  lead  to  the  consequence  that, 
when  a  certain  —  generally  a  comparatively  small  —  number  of 
corns  are  to  be  counted  off  for  the  purpose  of  making  some 
determination,  the  resulting  average  sample  is  less  reliable  than 
would  be  the  case,  if  a  larger  part  of  the  experiment  material 
be  ground  finely,  then  mixed  well  up,  and  finalh"  the  requisite 
amount    weighed    off.     For   obvious    reasons   such    a   proceeding 
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could  not  be  employed  in  the  barley  ripening  experiments.  I 
need  only  point  to  the  fact  that,  from  the  very  early  stages  of 
ripening,  the  corns  had  such  a  consistency  that  they  could  only 
be  crushed  in  a  mortar,  but  never  admitted  of  being  ground  in 
a  mill. 

If  we  are  to  follow  the  transformation  undergone  by  the 
protein  matters  during  malting,  we  cannot  possibly  acquiesce 
in  the  procedure  used  in  the  ripening  experiments  and  which 
consisted  in  examining  a  toluene- water  extract  of  the  experi- 
mental object.  If  we  did  so,  practical  men  might  justly  assert 
that  the  results  found  in  this  way  did  not  correspond  with  the 
changes  actually  going  on  with  the  proteids  in  the  real  brewing 
processes.  If  this  objection  is  to  be  precluded,  it  will  be  neces- 
sary to  undertake  a  mashing  and  examine  the  wort  thus  prepared. 
It  is  evident  that  a  mashing  cannot  possibly  be  carried  out  with 
the  material  from  the  early  stages  of  germination,  where  enzymes 
do  not  yet  exist  in  quantities  even  approximately  sufficient  to 
accomplish  the  enzymatic  conversions.  It  is  only  when  the  y^ 
or  4*^  day  of  germination  is  reached  that  this  mode  of  examin- 
ation may  be  also  used.  Hence,  if  the  continuity  of  experiments 
is  to  be  preserved,  and  if  at  the  same  time  the  above  objection 
is  to  be  precluded,  there  will  be  nothing  for  it  but  to  adopt 
both  methods:  the  one  with  toluene  water  and  the  other  with 
the  mashing. 

In  our  examination  of  the  samples  from  all  our  principal 
germinating  experiments  both  methods  have  been  carried  through, 
whereas  in  the  kiln-drying  and  storage  experiments  only  the 
mashing  method  has  been  emplo}'ed,  as  the  experimental  material 
is  here  always  ready-germinated,  thus  enabling  us  to  maintain 
the  continuity  by  this  method  alone.  As  regards  the  relation 
between  the  results  arrived  at  by  the  two  methods,  I  shall  not 
express  myself  in  this  place,  but  only  refer  to  p.  220. 

The  material  used  in  the  experiments  (barley  or  malt)  was 
always  cleaned  of  broken  corns,  impurities  and  the  like,  by  sifting 
in  the  manner  mentioned  in  connection  with  the  ripening  expe- 
riments —  see  Comj^t.  rend,  des  travaux  du  Laborat.  de  Carls- 
berg  6,  238  (1906). 

The  material  was  ground  as  finely  as  possible  in  a  mill 
adapted  to  the  purpose,  through  which  1  constantly  passed  about 
150  gr.  of  the  experimental  object  three  times,    each    Uiuc    with 
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finer  and  finer  adjustments.  The  finely  divided  meal  was  then 
well  mixed  up  and  put  in  a  dry  powder-glass  having  a  tight- 
fitting  glass  stopper.  The  whole  of  the  analj^tical  work  was  al- 
ways prepared  immediately  after  the  material  had  been  finely 
ground  and  mixed  up;  by  so  doing,  any  alterations  in  the  mois- 
ture conditions  of  the  object  are  precluded. 

Since,  in  the  case  of  most  of  the  substance-groups  concerned, 
the  analytical  methods  adopted  are  identical  with  those  described 
a  propos  the  barley  ripening  experiments,  I  need  not  repeat  the 
detailed  description  of  them,  but  confine  myself  to  mention  those 
which  are  materially  different.  Whenever  the  method  used  is 
the  same  as  before,  I  simph-  refer  to  the  two  methods  I  and  II 
adopted  in  may  ripening  experiments  and  described  pp.  240 — 
244  and  244^). 

Dry  substance  or  water  is  estimated  in  the  following 
manner:  About  10  gr.  of  the  finely  ground  substance,  being 
weighed  off  in  a  common  weighing-glass  with  glass-stopper,  are 
dried  20  hours  at  103  — 105°  in  a  common  hot-air  oven.  The 
reason  why  I  have  not  used  a  desiccation  in  vacuo  in  these  re- 
searches, lies  in  the  circumstance  that  the  finely  ground  sub- 
stance (malt)  is  so  very  apt  to  raise  dust  during  the  evacuation. 
The  following  two  experiments  will  show  that  20  hours'  drying 
is  satisfactory. 


TABLE  I. 

Barley  meal 

Malt 

meal 

Dried 

in  hot 
103  — 

-air 

oven  at 

"/o  of 

loss 

«/o  of 

loss 

water 

per  hour 

water 

per  hour 

2 

hours 

8.86 

0.58 

7.88 

0.61 

5 

— 

10.60 

0.1 1 

9.72 

0.06 

20 

— 

11.25 

0.005 

10.62 

0.014 

44 

~ 

"•37 

0.004 

10.96 

0.018 

68 

— 

11.47 

"•39 

These  two  experiments  need  no  comment,  I  believe. 

The  total  nitrogen  amount  was  estimated  by  Kjel- 
dahl's  method,  for  which  purpose  about  i  gr.  of  the  finel>" 
ground  substance  was  weighed  off  in  each  of  four  decomposition 
flasks  (100  CO.).     The  titration  was  effected  iodometricalh  . 


^)  Com])t.  rend,   des  travaux  du  Laborat.   do  Carlsberg  6  (1906). 
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The  total  ash  amount  was  determined  by  incineration  of 
about   lO  gr.  of  finely  ground  substance  etc..  by  method  I. 

The  corn  weight  was  estimated  by  method  II,  and  the 
power  of  germination  by  method  I. 

The  rootlet  quantity  was  determined  as  follows:  After 
the  germinating  material  (about  220  gr.)  had  been  kiln-dried  in 
the  manner  previously  described  (see  p.  185),  it  was,  still  hot, 
transferred  on  to  a  sieve  (32  meshes  to  each  10  cm.)^  which  had 
been  placed  on  a  piece  of  glazed  paper.  By  gently  rubbing  with 
the  hand  and  subsequently  sifting,  the  rootlets  could  be  readily 
removed.  The  rootlets  gathered  upon  the  glazed  paper  were,  by 
means  of  a  pair  of  tweezers,  cleaned  from  broken  corns,  parts  of 
husks  and  the  like,  which  was  all  carried  back  to  the  corn  ma- 
terial. Rootlets  and  corn  material  were  then  collected  and  weighed 
separately,  after  which  the  amount  of  water  or  dry  substance 
was  estimated  in  the  manner  previously  described.  From  the 
values  thus  found  the  amount  of  rootlet  dry-substance  can  easily 
be  calculated  both  in  proportion  to  corn  dry-substance  and  num- 
ber of  corns. 

The  toluene-water  extract  was  prepared  by  method  I. 
In  this  extract  the  quantity  of  the  different  protem  individuals 
or  groups  of  proteids,  as  also  the  total  amount  of  acid,  were  de- 
termined accurately  by  method  I,  for  which  purpose  50  cc.  of 
solution  were  constantly  employed  in  each  determination.  Be- 
sides, the  amount  of  soluble  mineral  substances  was  estimated 
by  evaporating  50  cc.  of  solution  to  dryness  in  a  spacious  por- 
celain crucible,  further  drying  the  residue  in  a  hot-air  oven,  and 
finally  incinerating  and  heating  to  whiteness  in  the  same  manner 
as  in  the  determination  of  total  ash. 

The  mash  extract  was  prepared  as  follows:  50  gr.  of 
finely  ground  meal  were  mashed  with  200  cc.  of  distilled  water, 
which  had  previously  been  warmed  up  to  45  '^.  Whilst  stirring 
cautiously,  the  temperature  was  in  the  course  of  25  minutes 
raised  to  70'',  which  temperature  was  maintained  constantly  for 
one  hour.  In  order  to  prevent  any  enzymatic  after-effect,  the  mash- 
mixture,  after  the  mashing  operation  was  finished,  was  slightly 
boiled  up  over  a  powerful  lamp  on  a  wire-gauze,  while  continually 
stirring  up.  The  boiling  was  interrupted  by  placing  the  mash- 
tub  in  ice  water.  The  mash  was  cooled  down  to  1 5 "'  and  made 
up  to  450  gr.   with   distilled  water.    After   stirring,    the    wort  was 
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filtered  off  by  means  of  a  dry  clasp-filter  of  a  suitable  size.  The 
100  cc.  which  had  been  first  filtered  off,  were  poured  back  into 
the  filter.  By  means  of  a  pycnometer  (50  cc.i  with  a  forcing 
pipe  and  thermometer,  the  specific  weight  of  the  wort  was  de- 
termined, and  the  amount  of  extract  (gr.  extract  in  100  gr.  of 
wort)  corresponding  to  the  specific  weight  was  found  in  Balling's 
Extract-Tables.  The  wort  was  now  diluted  with  such  a  quantity 
of  distilled  water  as  to  make  lOO  cc.  of  the  diluted  wort  corre- 
spond to  10  gr.  of  h)drous  malt.  In  the  wort  thus  diluted  the 
amount  of  soluble  mineral  matters,  acid,  total  nitrogen  and  the 
various  group  of  nitrogenous  matters,  was  estimated  in  the  same 
manner  as  in  the  toluene-water  extract,  using  25  cc.  of  diluted 
wort  in  each  determination. 

In  calculating  the  results  of  the  analytical  values  as  against 
the  unit  10,000  corns,  I  have  presupposed  the  proportion  between 
the  weight  and  volume  of  the  malt  dry-substance  to  be  the  same 
as  that  formerly  found  in  the  case  of  barley  dry-substance  (9  gr. 
of  dry-substance  at  20"  =  6  cc). 

Now  let  us  suppose  that  by  the  mode  of  working  previously 
described  we  find   the  following  analytical  values: 

The  weight  of  looo  aqueous  corns  =  a  gr., 
containing  b  ^/o  of  dry  substance  and  v  Vo  of  water. 

/  gr.  of  aqueous  matter  j'ield  d  gr.  of  ash. 

m  gr.  of  aqueous  matter  contain  total  nitrogen  00^)^  cc.  of  ^/lo 

norm.  acid. 

p  gr.  of  aqueous  rootlets  and   q  gr.  of  aqueous  malt  corns  with, 

respectively,  s  and  b  %  of  dry  substance. 

According  to  the  toluene- water  method  we  find  that: 
50  cc.  of  solution  contain  total  nitrogen  co  a  cc.  ^/lo  norm.  acid. 
50    -  —  —  —  —        in    each    of   the    protem 

precipitations  00  ^  cc.  ^'lo  norm.  acid. 

50  cc.  of  solution  contain  acid  00  y  cc.  ^/lo  norm,  caustic  soda. 
50    -  —  —       ()  gr.  of  soluble  mineral  matters. 

According  to  the  mashing  method  we  find  that: 
the   specific   weight    corresponds  to  k  ^/o   of  extract   in    Balling's 
Extract-Tables. 


^)  Here  and   in   the  sei]uel,    the  sign  oo  means   "corresponding  lo". 
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25   cc.  of  the  diluted  wort  contain  total  nitrogen  ro  e  cc.  of  ^/lo 

norm.  acid. 

25   cc.  of  the  diluted  wort  contain    total    nitrogen  in  each  of  the 

protein  precipitations  <?o  /  cc.  of  ^^lo  norm.  acid. 

25  cc.  of  the  diluted  wort  contain  acid  00  /i  cc.  ^/lo  norm,  caustic  soda. 

25   -  —  -  —       /  gr.  of  soluble  mineral  matters. 

Calculation  of  the  Results.  It  will  be  easy  to  re-cal- 
culate the  previously  determined  analytical  numbers  in  such  a 
way  as  to  make  them  correspond  to  the  unity   10,000  corns: 

a  •  b  r    1  1 

=  gr.  01  dry  substance  in   10,000  corns  =  A. 

=  gr.  of  total  ash  in   io,000  corns. 

=  gr.  of  total  nitrogen  in   10,000  corns  =  n. 

:  gr.  of  rootlet  drv-substance  of  10,000  corns  =  R. 
lO-q        '^ 

When  A  =  gr.  of  dry  substance  in  10,000  steeped  corns  (the 
starting  material),  and  A'  =  gr.  of  dr}'  substance  in  10,000  ger- 
minated corns  (the  experimental  material),  we  shall  find  A  -i- 
(A'  -|-  R)  =  gr.  loss  by  oxidation   in   10,000  corns  =■  I. 

According  to  the  toluene- water  method  is  found: 

,     .              250,000  •  b  ^-, 

50  cc.  solution  00  — J corns  =  B. 


10 

10-  a  ■ 

d 

1 

i4-a- 

c 

m • 1000 

s-p  •  a 

A    1000  -T- 

«  •    14  rill 

— - —  =  gr.  01  soluble  nitrogen  in    10,000  corns. 

B-  14 

^— ^ —  =  gr.  of  soluble  nitrogen    in    10,000  corns,    precipitable    bv 

D 

the  different  protein  precipitants  (b\'  my  method). 
Y  ■  1000  _ 

d-  10,000 


y  ■  1000 

— 5 =  total  acid  in  10,000  corns,  expressed  in  cc.  of  norm.NaOH. 

D 


gr.  of  soluble  ash  in  10,000  corns, 
ng  to  the  m  ashing  method  is  f 
=  ^/o  of  extract  of  aqueous  malt  =  L. 


B 

According  to  the  mashing  method  is  found: 
k(8oo  +  v) 
100  -i-  k 

'  -,       =  gr.  of  wort   from    the    mashing,    which    is    to   be  diluted 

up  to    100  cc.  with   distilled   water  in   order  to  give  a  wort  which 
ill  100  cc.  contains  the  extraitivc  matters  of  10  gr.  of  hydrous  malt. 
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25   cc.  of  this  diluted  wort  co  -^ malt  corns  =  U. 


a 


T    J      ,     p 

— rj—  =  gr.  of  soluble  nitrogen  in   io,000  corns  =  r. 

14  •  f  ^       ,   ,  , 

-jj-  =  gr.  ot    soluble   nitrogen    in   10,000   corns,   precipitable    by 

the  diff( 
h • 1000 


U 
the  different  protein  precipitants^). 

.,        —  total  acid    in    10,000  corns,  expressed    in   cc.  of  norm. 

Na  OH  =  S. 
i  -10,000 


U 


=  gr.  of  soluble  ash  in    10,000  corns. 


L • 100      „,      . 

— r —  =  70  of  extract  of  malt  dry-substance  =  0. 

A  •  Q 

— --  =  gr.  ol  extract  of  10,000  corns  =  G. 

1  00 

A  -^  G  =  gr.  of  intact  matter  (husk)  in   io,O0O  corns  =  y. 

As  regards  the  applicability  of  the  toluene-water  method, 
the  necessar)'  particulars  have  been  given  under  the  barley  ripen- 
ing experiments  -). 

If  the  results  are  required  to  be  calculated  in  such  a  manner 
as  to  express  either  gr.  of  substance  corresponding  co  100  gr. 
of  malt  dry-substance  (per  cent  of  malt  dry-substance)  or  —  as 
in  the  case  of  the  nitrogenous  matters  —  gr.  of  nitrogen  corre- 
sponding to  100  gr.  of  total  nitrogen  per  cent  of  total  nitrogen), 
this  may  be  done  on  the  basis  of  the  figures  calculated  for  the 
unit   10,000  grains.    This  needs  no  further  comment. 

As  has  already  been  mentioned  in  the  introductory  chapter 
of  this  Section,  the  principal  object  of  these  researches  is  to  gain 
information  about  the  way  in  which  the  various  malting  agents 
influence  the  transformations  going  on  during  the  malting,  or  the 
intensity  of  the  different  enzymic  actions.  Some  insight  in  this 
direction  can  only  partially  be  obtained  by  a  direct  inspection 
of  the  values  calculated  in  the  above  manner.  This  is  indeed 
evident  from  the  circumstance  that  not  a  single  one  of  these 
values  gives  us  an  expression  of  the  total  diastatic  action.  If 
we    could    confine    ourselves   to    a    judgement    of    the    individual 

'■]  Compt.  rend,  des   travaux  du  Laborat.  de  Carlsberg  6.  244  (1906). 
■;  /die/.  6.  246   '1906^. 
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proteolytic  transformations,  the  figures  found  by  the  above  cal- 
culations would  be  sufficient;  but  if  our  researches  are  to  have 
a  real  foundation,  we  must  have  a  general  idea  of  all  the  chief 
transformations  to  which  the  matter  is  subjected  in  the  experi- 
ments. To  achieve  this  object  we  must  needs  consider  the 
analytical  material  in  a  different  manner  from  that  hitherto  used. 

If  the  total  amount  of  dry  substance  expressed  in  gr.  of 
10,000  steeped  corns  (primary  material)  is  represented  by  A,  and 
the  amount  of  matter  not  acted  upon  —  likewise  in  gr.  —  of 
10,000  germinating  corns  (experimental  material)  by  y,  then 
A  -f-  y  =  the  total  transformation  during  the  course  of  the  malting 
process  expressed  as  gr.  of  substance  of  10,000  corns  =  So. 

We  have  then  further  So  =  G  +  I  +  R,  where  G  =  gr.  ex- 
tract of  10,000  grains,  I  —  gr.  oxidation  loss  of  10,000  corns,  and 
R  =z  gr.  of  rootlet  loss  (dry  substance)  likewise  of  10,000  grains. 

In  this  equation  we  have  really  true  expressions  only  for 
oxidation  and  rootlet  loss,  whereas  it  does  not  yield  any  infor- 
mation whatever  as  to  the  total  diastatic  action,  nor  regarding 
the  sum  of  the  proteolytic  scissions.  Requesting  the  reader  to 
keep  well  in  mind  the  fact  that  what  we  aim  at  is  to  find  valid 
expressions  for  both  the  sum  of  the  action  of  the  enzymes  split- 
ting up  carbohydrates  and  of  those  decomposing  proteids,  I  pass 
on  to  show  how  we  can  attain  this  end  by  the  aid  af  the  prin- 
cipal formula  given  above. 

It  is  self-evident  that  in  the  decrease  of  insoluble  nitrogenous 
matters  during  malting  we  have,  generally  speaking,  an  expres- 
sion for  the  total  amount  of  proteids  transformed.  Hence,  if  (K) 
denotes  gr.  af  nitrogen  in  the  form  of  insoluble  compounds  in 
10,000  steeped  corns  (starting  material),  and  if  (K')  denotes  gr. 
of  nitrogen  likewise  in  form  of  insoluble  compounds  in  i0,0OO 
germinating  corns  (the  reaction  product),  then  K  -f-  K'  will  corre- 
spond to  the  total  proteid  transformation  expressed  as  gr.  of  ni- 
trogen of  10,000  grains.  Part  of  this  nitrogen  (K  -f-  K')  is,  how- 
ewer,  already  represented  by,  or  has  entered  into,  the  value  (R), 
inasmuch  as  the  rootlet  is  fairly  rich  in  organic  nitrogenous  com- 
pounds which,  according  to  a  fundamental  rule  of  general  phy- 
siology, must  have  been  present  in  soluble  form  (in  other  terms, 
must  have  been  proteolysed)  before  being  fit  to  be  transferred  or 
utilised  in  the  root-formation.  This  nitrogen  amount  can  be 
calculated    from    the    anaKtical    figures    given,    being    simply   ex- 
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pressed  by  the  nitrogen  loss^)  sustained  during  the  experiment. 
Consequently,  if  10,000  steeped  grains  (starting  material)  contain 
n  gr.  of  total  nitrogen  and  10,000  germinating  grains  (the  reaction 
product)  n'  gr.  af  total  nitrogen,  then  n  —-  n'  will  be  a  reliable 
expression  for  the  amount  of  (proteolysed  nitrogen  which  during 
the  experiment  has  been  absorbed  by  the  root.  The  value 
(K  -j-  K')  -7-  (n  -^  n')  will  obviously  express  the  amount  af  pro- 
teolysed) nitrogen  that  enters  into  the  value  Extract  (G).  It  will 
easily  be  seen  that  this  expression  —  (K  -i-  K'j  -f-  (n  -i-  n'  —  is 
identical  with  r  -~  x',  if  r'  denotes  gr.  of  soluble  nitrogen  in 
10,000  steeped  corns  and  r  gr.  of  soluble  nitrogen  in  io,oocj 
germinating  corns. 

The  three  values  K  -h  K',  n  -7-  n'  and  r  -7-  r',  do  not  admit, 
however,  of  being  utilised  in  the  above  principal  formula,  since 
the  latter  demands  values  that  express  gr.  of  substance  (dry 
substance)  and  not  gr.  of  nitrogen.  The  question,  therefore, 
quite  naturally  is,  whether  the  values  for  gr.  of  nitrogen  can  be 
in  the  usual  manner  re-calculated  into  gr.  of  proteid  matter  dry 
substance)   by  means  of  the  general  protein  factor  6.25. 

The  proteolytical  decomposition  of  a  proteid  is  attended  with 
an  absorption  of  water,  in  consequence  of  which  the  proteid 
molecule  is  split  up  into  a  certain  number  of  less  complex  nitro- 
genous compounds,  and  possibly  also  into  non-nitrogenous  com- 
binations. Evidently,  in  this  transformation  no  nitrogen  is  elimi- 
nated in  the  form  of  free  nitrogen,  but  an  increase  of  dr)-  sul)- 
stance  takes  place,  in  that  one  or  several  water  molecules  take 
part  in  the  process;  consequently  it  is  evident  that  the  propor- 
tion between  dry  substance  and  nitrogen  undergoes  a  change  in 
such  a  manner  that  the  nitrogen  amount  decreases  somewhat  in 
proportion  to  the  total  amount  of  dry  substance.  As  for  the 
amount  of  water  bound  up  or  participating  in  this  process,  we 
know  nothing  of  how  great  it  is ;  but  we  do  know  that  it  is 
very  large  molecules  which  are  split  up,  and  that  ver\'  conside- 
rable quantities  of  amine-amid  compounds  are  formed^).     Hence 

*)  The  fact  is  that  nitrogen  is  not  lost  in  the  form  of  free  nitrogen  during 
germination.     N.  Castoro,   Landw.  Versuchsst.   60,   41   (1904). 

*)  Indeed,  )ny  germination  experiments  show  that  50  to  63  per  cent  of  the 
soluble  nitrogen  of  malt  are  found  in  the  form  of  ammonia-,  amine-amid- 
nitrogen.  The  mean  of  my  experiments  is  58  per  cent,  while  according  to 
Fr.  We  is  it  is  about  50  per  cent,  see  the  Compt.  rend,  du  Lal)orat.  de 
Carlsb.   5,   278  (1903). 
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it  follows  that  the  quantities  of  water  coming  into  action  in  a 
proteolytic  decomposition  cannot  be  quite  trifling.  Nay,  it  even 
appears  probable  that  rather  more^)  water  is  absorbed  in  this 
decomposition  than,  say,  in  the  conversion  of  the  starch  mole- 
cule into  glucose.  In  this  latter  process  ii  per  cent  of  water 
is  consumed,    162  gr.  of  starch  yielding   180  gr.  of  glucose. 

The  above  remarks  principally  apply  to  the  purely  proteo- 
lytic decomposition,  that  is,  the  mashing  of  the  experimental 
matter,  where,  as  a  matter  of  fact,  a  very  considerable  part  of 
the  transformation  takes  place;  but  the  latter  has  been  preceded 
by  a  vital  action  (germination),  which  must  also  be  taken  into 
account.  This  vital  process  decidedly  gives  rise  to  oxidations 
resulting  in  the  formation  of  transitory  combinations  (carbonic 
acid  and  water).  If  this  oxidation  process  attacks  any  of  the 
decomposition  products  or  atomic  groups  of  the  protein  mole- 
cule^), this  will  entail  a  loss  of  dry  substance,  which  in  its  turn 
will  cause  an  alteration  in  the  proportion  between  dry  substance 
and  total  nitrogen,  but  in  a  direction  opposite  to  what  was  the 
case  in  the  proteolytic  decomposition  properly  so  called;  the 
percentage  of  nitrogen  in  dry  substance  will  increase.  To  ex- 
press this  alteration  numerically  is  quite  impossible;  but  much 
goes  to  show  that  it  cannot  be  very  considerable,  if  it  takes 
place  at  all.  In  order  to  justify  this  presumption  I  must  make 
some  explanatory  remarks  on  the  general  nature  of  enzymes. 

Our  actual  knowledge  of  enzymes  compels  us  to  consider 
that  they  must  be  forms  of  energy'^)  which  in  some  way  or  other 
are  attached  to,  or  accumulated  in,  certain  protein   individuals*). 


^)  H.  J.  Long  states  that  casein,  if  exposed  to  a  peptic  hydrolysis  in  a  slightly 
hydrochloric  liquid,  absorbs  a  very  considerable  quantity  of  water.  The 
latter,  according  to  the  experimental  figures  given  by  the  author,  may  be 
estimated  roughly  at  14  per  cent.  —  See  Journ.  Americ.  Chcm.  Soc.  29, 
295  (1907). 

'-')  According  to  VV.  I'alladin,  oxygen  plays  a  part  in  the  physiological  decom- 
position of  the  protein  molecule  ;  it  does  not,  however,  follow  that  the  pro- 
tein molecule  itself  suffers  a  loss  by  the  oxidation:  see  Ber.  d.  deutsch.  hot. 
Ges.  6,  205  and  296  (1888);  7,  126  (1889).  See  also  W.  Detmer:  Bol. 
Zeitung  46,  40  (1888). 

«)  M.  Arthus:   Centr.-Blt.  f.  Physiol.  10,   225  (1896). 

*)   As  regards  the   insoluble  enzymes,   the  action   (energy)    bears    upon   insoluble 
protein-individuals,    whilst    in    the   case  of  the  soluble  ones  it  is  attached  to 
such  soluble  protein  individuals   as    can    be    salted    out    of   slightly  acid   solu 
tions  i'ali)Uinins   i)ro])cr  Mud   proteoses).     A.  W  ro  i)  1  o  w  sk  i    holds  that,    in   the 
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If  we  keep  this  in  view,  the  energy  can  hardly  be  assumed  to 
be  produced  by  the  protein  molecule  itself  through  an  exother- 
mal reaction.  On  the  contrary,  the  energy  must  be  supposed  to 
originate  in,  or  to  be  taken  from,  other  molecules  than  the  one 
which  is  loaded;  probably  from  carbohydrate  molecules.  This 
assumption  is  also  favoured  by  the  circumstance  that  at  least 
certain  carbohydrate  molecules  are  more  readily  oxidised  than 
protein  molecules. 

The  question  may  also  be  considered  from  a  somewhat  dif- 
ferent point  of  view.  If  the  proteolytical  decomposition  of  the 
protein  molecule  itself  (mashing)  takes  place  without  any  oxi- 
dation loss,  it  would  appear  a  still  more  obvious  conclusion  that 
the  enzyme  formation,  the  process,  that  is,  by  which  the  protein 
molecule  is  loaded  with  energy  (germination),  also  takes  place 
without  oxidation  loss. 

It  is  by  these  considerations  that  1  have  been  led  to  the 
view  that  the  protein  molecule  (that  is  to  say,  the  nitrogenous 
essence  of  that  moleculei  does  not  suffer  any  oxidation  loss  in 
the  malting  processes.  This,  however,  does  not  imply  that  no 
oxidation  takes  place,  or  may  take  place;  in  other  words,  it  does 
not  imply  the  impossibility  of  oxygen  being  bound   up. 

If,  then ,  we  assume  that  the  protein  molecule  does  not 
suffer  any  oxidation  loss  in  the  malting  processes,  and  that  pro- 
teolytic decomposition  takes  place  with  the  absorption  of  a  quan- 
tity of  water  similar  to  that  mentioned  above  a  propos  the  de- 
composition of  the  starch  molecule  to  glucose,  it  will  be  an  easy 
matter  to  calculate  the  protein  factor  of  the  sum  of  the  decom- 
position products  formed  in  the  proteohsis.  If  12  per  cent  of 
water  is  absorbed  during  the  proteolysis,  it  will  easily  be  under- 
stood that,  instead  of  using  the  general  protem  factor  (6.25), 
we  must  adopt  the  factor  7,    since   the   mixture  of  reaction  pro- 


case  of  diastase,  it  is  only  exerted  on  proteoses  —  see  Ber.  d.  deutsch.  chem. 
(Ses.  30,  2289  (1897)  and  Zeitsch.  f.  physiol.  Ch.  24,  173  (1897),  whereas 
Th.  B.  Osborne  proves  it  to  be  attached  to  leucosin  —  see  Ber.  d.  deutsch. 
chem.Ges.  31,  254  (1898). 

From  some  experiments  made  by  me  upon  extracts  of  barley  and  malt 
it  appears  that  neither  the  filtrate  from  the  mercuric  chloride  nor  that  from 
the  salting-out  precipitation  give  any  colour  reaction  with  guaiacol  and  hy- 
drogen peroxide.  Hence,  the  peroxydase  action  in  barley  and  malt  extracts 
must  be  attached  either  to  albumin  I   or  albumin   TI.   or  else   to  both. 
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ducts  will  contain  14.29  per  cent  of  nitrogen  (in  dry  substance  , 
if  the  starting  matter  contained   16  per  cent  of  nitrogen. 

It  is  true  that  this  new  factor  (7)  is  not  quite  exact;  but  it 
may  as  safely  be  used  in  this  connection  as  the  general  protein 
factor  (6.25)  is  constantly  employed  whenever  nitrogen  is  to  be 
re-calculated  into  protein  under  usual  conditions.  Moreover,  it 
is  to  be  noted  that  what  we  have  to  do  in  these  researches  is 
not  to  compare  individual,  isolated  observations  with  each  other, 
but  rather  to  compare  one  set  of  observations  with  another  set 
of  similar  observations.  Figurativel}'  speaking,  it  is  the  mutual 
position  of  various  curves  to  one  another  that  forms  the  basis 
of  our  interpretation  of  the  experiments;  and  if  this  is  true,  it 
follows  that  an  error  in  the  factor  7  will  be  quite  irrelevant  with 
regard  to  the  conclusions  drawn. 

From  what  I  have  here  explained,  I  think  it  will  be  seen 
that  the  value  (K  -^  K')  •  7  will  be  a  utilisable  expression  for  the 
total  proteolytic  transformation  =  Pp.;  further,  that  the  value 
(n  -^  n')  ■  7  expresses  that  part  of  proteolytic  conversion  which 
enters  into  the  value  "rootlet  dry -substance"  =  Pr,  and  that 
(r  ^  r')  -  7  is  equivalent  to  that  part  of  proteolytic  conversion 
which  enters  into  the  value  "Extract"  =  Pe,  —  all  of  it  indicating 
gr.  of  substance  (dry-substance)  of  10,000  grains. 

If  we  again  turn  our  attention  to  the  equation  So  =  G  -f  I 
4-  R,  it  will  not  be  difficult  to  realise  that  the  extract  amount 
(G)  does  not  depend  solely  on  the  collective  action  of  the  various 
enzymes  decomposing  carbohydrates  (k),  but  also  upon  the  action 
of  the  phytolytic  enzymes  (p)  and  on  that  part  of  the  proteolytic 
decomposition  which  was  expressed  above  by  the  value  (Pe)^;. 
The  value  (p)  I  have  not  attempted  to  determine  at  all;  but, 
seeing  that  it  is  very  small  (expressed  as  gr.  of  10,000  grains), 
we  shall  surely  not  be  far  out  if  we  consider  the  sum  of  the 
actions  (k)  and  (p)  —  kp  —  as  an  expression  for  the  total  action 
of  the  carbohydrate-splitting  enzymes,  which  enters  into  the  ex- 
tract (G)  in  form  of  dry  substance.  In  this  wa}'  w^e  arrive  at  the 
following  extended  formula:  So  ==  kp  -f  Pe  +  I  +  R. 

In  this  equation  we  have,  however,  not  yet  got  a  fulK'  reliable 

*)  The  objection  may  l)e  inailc  here  ihnt  the  value  ;(•)  will  he  inlUienced  l)y 
lipolytic  enzymes  also.  Since,  however,  this  action  can  hardly  be  of  any 
tonse<|uencc,  I  have  not  taken  it  into  account,  the  less  so  as  it  would  be 
no  easy    matter  to  procure  auylhiui,'  like  a   reliable  measure   lor   it. 
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expression  for  the  carbohydrate-splitting  enzymic  action,  since 
the  value  (kp)  decreases  continuously  from  the  4'^  to  the  lO^^  and 
12'*^  day  of  germination.  Previous  experiments^)  have,  it  is  true, 
shown  that  the  maximum  of  diastatic  action  (splitting  up  starch) 
is  practically  attained  after  4  to  5  days'  germination;  but  nothing 
goes  to  prove  this  action  to  afterwards  decrease,  if  germination 
is  prolonged  bej^ond  that  term  —  on  the  contrar}-^). 

The  general  physiological  rules  governing  the  application  of 
nutritive  matters  in  the  organism  of  living  beings  would  not 
warrant  us  in  assuming  that  starch  and  the  other  water-insoluble 
substances  can  be  either  direct  oxidised  (in  a  physiological  sense) 
or  utilised  in  the  building  up  of  new  organs.  In  other  terms,  the 
oxidation  loss  (I)  as  well  as  the  rootlet  loss  R)  presuppose  that 
the  substances  utilised  in  these  transformations  are  present  in  a 
soluble  form  and,  consequently,  have  been  submitted  to  enzymic 
action.  In  order  to  obtain  a  reliable  expression  for  the  aggregate 
diastatic  actions^),  we  must  therefore  write  the  above  principal 
lormula  as  follows :  —  So  =  kp  +  I  -f  (R  -^-  Pr)  +  Pp.  If  then  we 
call  the  total  diastatic  action*)  (Dd),  we  have:  Dd  r^  kp  +  I  + 
(R  -V-  Pr),  or  Dd  =  So  ^  Pp. 

Ihe  chief  object  of  our  work  is,  however,  to  follow  indivi- 
dual proteolytic  decompositions  in  malting,  that  is,  the  actions 
of  peptase  and  tryptase,  and  any  transformations  that  may  occur 
within  the  group  of  the  real  albumins  without  resulting  in  the 
formation  of  proteolytic  decomposition  products.  In  order  to 
correctly  estimate  the  results  of  our  experiments  as  far  as  this 
side  of  our  task  is  concerned,  it  may  suffice  to  follow  the  ni- 
trogen, as  such,   in  the  different  forms  in  which  it  occurs.    It  will 


^)  I.  Kjeldahl:  Coinpt.  rend,  des  travaux  du  Laborat.  de  Carlsberg  1,  139(1879;. 

"j  J.  Effronl  —  Compl.  rend.d.  I'Acad.  des  sciences  141,  626  (1905)  —  shows 
that  the  action  increases,  thougt  not  quite  regularly,  up  to  the  2y<i  day  of 
germination,   after  which  it  decreases. 

*)  It  is  to  be  observed  that  we  have  to  do  with  two  different  diastatic  actions, 
viz.  that  by  which  starch  is  dissolved,  and  that  by  which  it  is  split  up.  In 
the  above  quoted  work  of  Kjeldahl  it  is  only  the  latter  which  is  measured. 

*;  The  term  "total  diastatic  action",  as  used  here  and  in  the  sequel,  must 
not  be  understood  as  being  identical  with  what  is  commonly  called  "diastatic 
power".  The  above  term  rather  means  a  measure  for  the  amount  of  water- 
soluble  carbohydrates  (extract)  which  are  partly  oxidised  to  carbonic  acid  and 
water  during  the  germination  process,  and  partly  pass  into  the  wort  in  the 
course  of  mashing;  "diastatic  power",  on  the  contrary,  is  a  measure  for  the 
actual  amount  of  diastase. 
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be  quite  needless  here  to  make  a  re-calculation  of  nitrogen  into 
nitrogenous  matter  (proteid).  Accordingly,  in  our  consideration  of 
these  transformations  we  shall  be  exempted  from  having  recourse 
to  a  doubtful  proteid  factor. 

It  is  evident  that  the  amount  of  nitrogen  met  with  in  the 
form  of  ammonia,  amine-amid,  must  be  an  expression  for  the 
tryptic  action,  whereas  the  amount  of  nitrogen  found  in  form  of 
denuclem,  proteose  and  peptone,  must  represent  the  peptic  action^). 

By  the  aid  of  the  above  statements  and  explanations  we 
shall  be  able  to  calculate,  on  the  basis  of  the  analytical  ligures 
found  by  our  experiments,  the  values  for  the  following  reactions: 

The  aggregate  transformation  during  malting  =  A  -^-y  =  So 

Oxidation  loss  during  germination  =  I 

Rootlet  loss  during  germination  —  R 
Aggregate  proteolytic  transformation  =  (K  -f-  K')  •  7  =  Pp 
Aggregate  diastatic  action  =;  So  -i-  Pp  =  Dd 

Total  nitrogen  solubility  =  (N) 

transformation  of  albumin   I  =  Ai 
_  .         _       ii^A„ 

peptic  action  (denuclein  +  proteose  +  peptone)  =■  P 
tryptic  action  (ammonia,  amine-amid)  =  T 

In  the  tables  which  appear  later  on  and  which  are  to  serve 
as  a  basis  for  the  interpretation  of  our  experimental  results,  we 
shall  continually  meet  with  figures  expressing  the  difference  be- 
tween the  amounts  of  the  substance-group  concerned  contained 
in  the  reaction  product,  on  the  one  hand,  and  in  the  starting 
material,  on  the  other.  Accordingly,  in  the  case  of  our  germina- 
tion experiments,  the  numbers  with  which  we  shall  chiefly  be 
concerned,  will  throughout  express  the  quantitative  results  of  the 
transformation  concerned  after  o — 4,  o — 7,  o — 10  and  o — 12  days' 
germination. 


*)  That  denuclein  is  really  a  decomposition  product,  is  evident  from  the  fact 
that  it  increases  in  (juantity  during  the  whole  course  of  germination.  How- 
ever, it  does  not  on  that  account  follow  that  it  is  a  peptic  decomjjosition 
product.  But  so  it  seems,  since  it  is  precipitated  by  uranic  acetate,  anil, 
moreover,  by  ferric  acetate  and  mercuric  chloride.  —  As  regards  the  term 
>dcnuclein<,  the  reader  is  referred  to  the  Coni])t.  rend,  des  travaux  du 
l.aboral.   do  (arlsb.    6,   247   (I90O:,    the   foot  note. 
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3.     Some  Critical  Remarks. 

A.     Determination  of  Peroxydases. 

Considering  that  it  appears  clearly  from  some  researches  b\' 
A.  Hach^)  that  the  peroxydases  exercise  a  checking  action  on 
zymin  and  must  accordingly  be  supposed  to  weaken  alcoholic 
fermentation,  1  very  naturally  wished  also  to  follow  the  quanti- 
tative behaviour  of  peroxydases  in  the  malting  process.  The 
amount  of  peroxydase  in  malt  might  probably  be  estimated  in 
two  ways,  viz.  by  the  gravimetric  and  volumetrical  analysis. 

The  gravimetrical  estimation  is  based  upon  the  reaction : 
Peroxydase  +  hydrogen  peroxide  +  pyrogallol  =  purpurugallin, 
which  is  gathered  and  weighed.  The  volumetrical  analysis,  on 
the  contrary,  is  founded  on  the  reaction :  Perox}dase  -i-  hydrogen 
peroxide  =  oxygen,  which  is  measured. 

It  was  soon  clear  to  me  that  the  former  method  could  not 
be  made  use  of  in  the  case  under  consideration,  seeing  that  it 
demands  that  the  determination  should  be  made  in  a  clear  watery 
solution.  Since  the  peroxydases  of  barley  and  malt  are  onl\' 
partially  soluble  in  water,  we  cannot  expect  in  this  way  to  ob- 
tain reliable  quantitative  expressions  for  the  amount  of  peroxydase 
existing  in  the  samples. 

It  was  therefore  natural  that  I  should  try  to  determine  the 
quantity  of  peroxydase  by  means  of  the  volumetric  method,  and 
the  more  so  because  previous  investigators  had  applied  this  very 
method  to  malt 2). 

According  to  van  Laer,  the  catalytic  action  of  malt  (perox- 
ydase +  catalase)  can  be  determined  in  the  following  manner: 
6  gr.  of  finely  crushed  malt  are  mixed  up  by  being  shaken  for 
10  seconds  with  25  cc.  of  1.7  per  cent  hydrogen  peroxide  at 
about  20*^.  The  action  is  made  to  last  10  minutes,  at  the  end 
of  which  the  quantity  of  oxygen  that  has  developed  is  measured 
and  the  volume  reduced  to  o**  and  760  mm.  I  c}uite  naturally 
chose  this  mode  of  working  out  my  measurements  of  peroxydase; 
after  having  performed  several  series  of  experiments,  however, 
I  realised  that  the  results  arrived  at  were  not  utilisable,  because 
the  time  of  action  was  not  sufficiently  long. 


1)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  (jcs.  39,    1664   (1906). 

^)  II.    van  Lacr:   Journ.   of  ihe  Instil,   ol   Brew.   12,    313  (1906). 
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In  order  to  find  out  a  system  of  measurement  the  results  of 
which  might  help  me  to  elucidate  the  question  under  examina- 
tion, I  undertook  a  considerable  number  of  experiments  with  the 
object  of  studying  the  following  reaction  equation  both  quanti- 
tatively and  qualitatively: 

X  gr.  of  malt  (peroxydase)  +  y  cc.  of  distilled  water  +  z  cc. 
of  hydrogen  peroxide  (containing  30  per  cent  of  Ho  O2  by 
weight)   =   free  oxygen. 

I  shall  confine  myself  to  citing  only  a  few  of  these  experi- 
ments, which  will  prove  that  no  reliable  conclusions  can  be 
drawn  from  such  experiments,  when  we  wish  to  ascertain  the 
way  in  which  the  catalytic  action  of  malt  is  inlluenced  by  each 
particular  germination  factor. 

In  accord  with  van  Laer,  I  find  that  the  malt  used  must 
be  very  carefully  powdered,  and  that  the  temperature  of  reaction 
must  be  maintained  at  19*^ — 20^.  Consequently,  in  all  my  experi- 
ments, the  malt  weighed  oft  was  finely  powdered  in  a  mortar, 
first  in  a  dry  state  and  then  with  a  convenient  quantit\'  of  water. 
The  reaction  was  always  effected  at  the  above-named  tempera- 
ture. By  means  of  the  well-know  colouring  reaction,  guaiacol  + 
activ  oxygen  =  splendid  red  colour^),  I  then  tried  to  find  out, 
approximately,  the  most  convenient  relation  between  x  and  z  in 
the  above  reaction  equation. 

For  this  purpose  I  placed  in  6  test  tubes  of  equal  size  0.5 
gr.  of  finely  powdered  malt  meal,  0,1  gr.  of  powdered  guaiacol 
and  5  cc.  of  distilled  water.  To  these  mixtures  were  added  in- 
creasing quantities  of  30  per  cent  hydrogen  peroxide,  after  which 
the  intensity  of  the  colouring  reaction  was  observed  immediately, 
at  the  end  of  fifteen  minutes,  after  one,  and  after  several  hours. 

This  experiment  shows  that  the  concentration  of  hydrogen 
peroxide  must  not  exceed  5  per  cent,  and  the  peroxydase,  if 
acted  upon  by  20  per  cent  hydrogen  peroxide,  is  almost  in- 
stantly killed  or  destroyed :  —  See  Table  II. 

It  will  appear  from  the  next  table  that  the  relation  stated 
by  van  Laer  to  exist  between  gr.  of  malt  and  cc.  of  hydrogen 
peroxide  is  not  always  satisfactory.  The  results  collected  in 
Table  HI  express  the  number  of  cc.  of  oxygen  (V)  developed 
by   I   gr.  of  malt  dry  substance  and  measured  at  O^  and  760  mm., 


'j   J^oii  r(i  Ill-lot :   (^ioiniit.  rend.  soc.  liiol.  48,    S96  (1896). 
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the  reaction  being  carried  out  according  to  the  equation:  0.5  gr. 
of  powdered  malt  +  50  cc.  of  distilled  water  -t-  z  cc.  of  30  per 
cent  hydrogen  peroxide. 

TABLE  II. 


Added 

—  cc. 

30  per  cent 

hydrogen 

peroxide 

Colour  reaction 

Reaction 

(u  Z 

imme- 
diately 

after  1 5 
minutes 

after 
I  hour 

after 
2  hours 

tains  —  per 

cent  of  HjOj 

by  weight 

I 

2 

3 
4 
5 
6 

0.5  gr.  malt  meal  +  o.i  gr.  guaiacol 
+  5  cc_  distilled  water 

I 
2 
3 
4 
5 
10 

fairly 
intense 

less  intense 
than  I 
weaker 
than  2 
weaker 
than  3 
weaker 
than  4 

barely  par- 
ceptible 

somewhat 
increased 

a  little 
increased 
unaltered 

decreased 

decreased 

decreased 

unaltered 

somewhat 
decreased 

greatly 

decreased 

almost 

none 

almost 

none 

decreased 

almost 
none 

0 

5-0 
8.6 

II-3 

13-3 
15.0 
20.0 

If  X  gr.  of  aqueous  malt  'about  0.5  gr.)  containing  b  per  cent 
of  dry-substance  develop  in  a  given  time  v  cc.  of  oxygen  — 
measured  at  0°   and  760  mm.  — ,    then    i    gr.  of  malt   dry   sub- 

■  ,,    ,     •          ,                   •          ,       1       V  •  100  . 

stance  will  during    the  same  time  develop r~-  cc.    01    oxygen 

(o^  and  760  mm.)  =  V.  One  and  the  same  sample  of  malt  con- 
taining 92.84  per  cent  of  dry  substance  was  used  in  the  ex- 
periments. 

After  2  hours'  action  the  following  quantity  of  hydrogen 
peroxide  had  been  split  up:  In  Experiment  i:  54  per  cent,  Ex- 
periment 2:  50  per  cent,  Experiment  3:  42  per  cent,  Experiment 
4:  23  per  cent,  and  Experiment  5:  9  per  cent.  Hence  it  clearly 
appears  that  in  the  first  three  experiments  the  concentration  of 
hydrogen  peroxide  has  suffered  a  marked  diminution  even  after 
2  hours'  action.  We  need  not  therefore  enter  more  extensively 
into  these  three  series  of  figures. 

But  if  we  consider  the  series  4,  5,  6  and  7,  we  shall  find 
throughout  that  the  reaction  decreases  in  intensity  in  course  of 
time,  although  in  all  these  experiments  we  have  a  very  con- 
siderable excess  of  hydrogen  peroxide.  In  the  experiments  4  and 
5  we  have    the    hydrogen    peroxide    concentration  which  is  most 
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favorable  to   the   progress    of  the    reaction;    but   nevertheless  the 
process  has  not  come  to  an  end  even  after  2  hours'  action. 

Thus  we  learn  from  these  experiments  that  the  reaction 
proceeds  best  when  the  reaction  mixture  contains  from  i.i  to 
2.7  per  cent  of  Ho  Oo,  and  we  also  learn  that  the  proportion  of 
hydrogen  peroxide  to  peroxydase  must  be  such  that  only  about 
10  per  cent  of  the  former  has  been  consumed  when  the  process 
is  finished.  The  correctness  of  these  results  has  been  further 
confirmed  by  a  series  of  experiments  in  which  the  quantity  of 
distilled  water  was  varied  in  proportion  to  0.5  gr.  of  malt  and 
5   cc.  of  hydrogen  peroxide  (30  per  cent  of  H0O2   by  weight). 

TABLE  III. 


Experiment  No. 


(cc.ofH202)  =  z  = 


«/o  H2O2  in  the 

reaction  mixture 

by  weight 


about  O.I 


0.5 


03 


0.6 


50 


2.7 


5.0 


8.5 


Duration  of 
the  action  in 


hours 


cc.   of  oxygen   measured  at  o"  and   760  mm.   (=  V) 


5 

ID 

15 
20 

25 
30 

35 
40 

45 

50 

60 

90 

120 

180 

240 

300 

1440 

2820 


2 
3 

4 

5 

24 

47 


143 
21.8 
27.8 
31-7 
34-5 
36.8 

38.3 
39-8 
40.7 

415 

42.6 

44-5 
45-4 


30.9 

44-7 

60.6 

79-4 

74.5 

47.8 

72.8 

88.9 

1 13.0 

97.0 

59-0 

91.8 

109.0 

135-2 

105.5 

66.4 

106. 1 

125.4 

147.4 

110.9 

72.1 

116  I 

— 

1566 

113.8 

77.0 

126.4 

146.4  , 

163.4 

— 

81.7 

133-5 

— 

168.4 

— 

85-3 

140.4 

160.9 

172.9 

— 

87.6 

145.8 

— 

175.7 

— 

89.9 

150.4 

170.2 

178.2 

121. 4 

93-9 

158.6 

176.3 

181.5 

123.0 

101.4 

173.3 

186.3 

187.9 

— 

105.2 

181.0 

190.9 

192.6 

132.3 

— 

— 

— 

200.1 

1397 

— 

— 

— 

— 

145.5 

— 

— 

— 

— 

150.8 

— 

— 

— 

233.4 

— 

— 

— 

214. 1 

— 

192.2 

43-3 
49-9 
52.7 
54-4 
55-9 
57-2 


64.4 
68.0 
72.7 
80.0 


Before  we  can  judge  the  matter  <lefinitiveh',  it  is  necessary, 
however,  also  to  examine  the  following  equation  witli  regard  to 
the  value  x:  —  x  gr.   of  malt  dry-substance  +  50  cc  ol  distilled 

14" 
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water  +  5  cc.  of  hydrogen  peroxide  (30  per  cent)  =  v  cc.  of 
oxygen  at  o^  and  760  mm.  See  on  this  subject  Table  IV.  The 
value  V  is  mentioned  p.   202. 

In  all  four  experiments  the  reaction  mixture  contained  an 
amount  of  hydrogen  peroxide  corresponding  to  494  cc.  of  active 
oxygen  (measured  at  0°  and  760  mm.  . 

TABLE  IV. 


Experiment 
No. 

I 

2                           3 

4 

Duration  of 
the  reaction  in 

cc.  of  oxygen  (measured  at  0"  and  760  mm.)  developed, 
per  gr.  malt  dry-substance 

mi- 

hours 

V 

V 

V 

V           V            V 

V 

V 

nutes 

0.1913 

I.O 

0.4772 

1.0 

i 
0.9303  !      1.0       18.5687 

1.0 

5 
10 

15 
20 

30 

I 

2 

3 

4 

5 

24 

48 

72 

96 

120 

144 

168 

192 

216 

240 

11.8 
16.3 
18.9 
20.1 
21.3 
22.4 
233 
23-9 
25.0 
25.8 
26.6 
30-4 
35-1 
37-2 
40.0 

44-3 

56.4 
64.6 

70.7 
72.9 

61.7 
85-2 
98.8 
105. 1 
111.3 
117.1 
121. 8 
124.9 
130.7 
134-9 
139.0 

158-9 
183.0 

194-5 
209.1 
231.6 

294.8 
337-7 
369-5 
381. 1 

49.0 
52-3 

55-6 
60.3 

73-9 
80.5 

91-5 
97-3 
98.8 
98.8 

102.7 
109.6 

116.5 

126.4 

154-9 
168.7 

191.7 
203.9 
207.0 
207.0 

129.1 
139-7 

149.4 
152.2 

189.6 
203.0 
210.7 

222.2 
227.8 
229.7 
229.7 

138.8 
150.2 

160.6 
163.7 

203.8 
218.2 
226.5 

238.8 
244.9 
246.9 
246.9 

474-9 

25.6 

60 

90 

120 

180 

240 

300 

1440 

2880 

4320 

5760 

7200 

8640 

10080 

1 1 520 

12960 

14400 

After  30  minutes'  action  96.2  "/o  of  hydrogen 
peroxide  had  been  split. 

After  I  hour  the  reaction  niixture  still  gave 
an  intense  peroxydase  reaction,    but  no  re- 
action for  hydrogen  peroxide  at  all. 

Among  these  experiments  No.  4  stands  alone,  because  we 
here  caused  an  excess  of  malt  (peroxydase)  to  react  upon  a  de- 
ficit of  hydrogen  peroxide.  In  the  experiments  i,  2  and  3,  on 
the  contrary,  we  constantly  had  an  excess  of  hydrogen  peroxide. 
In  accordance  with  this  fact,  Table  IV  shows  that  the  reaction 
—  peroxydase    -t-   hydrogen  peroxide    =   oxygen   —  takes    place 


205 

almost  instantaneousl}'  (somewhat  resembling  an  explosion)  and 
comes  quantitatively  to  a  close  in  a  comparatively  short  time 
when  we  have  an  excess  of  peroxydase.  If,  on  the  contrary, 
we  have  an  excess  of  hydrogen  peroxide,  the  reaction  is  very 
slow  and  continually  decreasing  in  velocity,  so  that  it  is  impos- 
sible to  decide  when  it  is  terminated,  or  whether  it  has  come 
to  an  end  at  all  in  any  of  the  experiments  under  discussion. 

In  experiment  2  the  reaction  appears  to  be  finished  after  144 
hours  (V  =  207.0),  in  experiment  3  after  168  hours  (V  =  246.9), 
whilst  experiment  i  even  after  240  hours  gives  V  =  381.1,  with- 
out any  indication  of  the  reaction  being  yet  terminated;  —  and 
yet  there  is  in  all  three  experiments  an  excess  of  hydrogen  per- 
oxide in  one  and  the  same  degree  of  dilution. 

In  this  connection  it  is  also  to  be  observed  that  the  reaction 
is  accompanied  by  a  considerable  development  of  heat:  20  gr. 
of  malt  meal  mixed  with  50  cc.  of  distilled  water  and  cooled 
down  to  20*^  showed,  after  an  addition  of  5  cc.  of  hydrogen 
peroxide  (containing  30  per  cent  of  H,  O.j  by  weight),  at  the 
end  of  5   minutes  a  rise  in  temperature  of  12". 

If  we  calculate  some  of  the  results  in  Table  IV  with  regard 

to  the  constant  k  =  -,  log ,   we  arrive  at  the  numbers  stated 

A      ^  I  -7-  X 

in  Table  V. 

TABi.E  V. 


6 
Zi 

c 

The  reaction  mixture 
contained 

Reaction 

time  in  minutes  =  A 

£ 
0 
IT 

gr.  of 
malt  dry- 
substance 

cc.  of  hydro- 
gen peroxide 
(SoO/oH^O^) 

30 

120 

1440            10080 

14400 

I 

O.1913 

5 

0.0006 

0.0002 

0.0002 

0.000005 

0.000004 

2 

0.4772 

5 

0.0015 

0.0004 

0.00005 

0.0000 1 

— 

3 

0.9303 

5 

0.0044 

0.0013 

0.000 1 

0.00003 

— 

4 

18.5687 

5 

0.0470 

— 

— 

— 

— ■ 

These  figures  obviously  go  to  show  that  this  process  does 
not  follow  the  law  of  Mass  Action;  still,  I  am  di-cidedly  of  an 
opinion  that  they  do   not  prove  an>thing  in  this  respect. 

Just   as    Oscar    Loew')    has   shown    that   the    tobacco- plant 


*)  U.S.  Deparini.   ol    .\gricuil.  Kt-pori   .\r.  68  (1901). 
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contains  two  catalases,  a  soluble  and  an  insoluble  one,  so  the 
same  may  be  the  case  with  barley  and  malt.  I  have  not  ascer- 
tained whether  two  catalases  (peroxydases)  really  exist  in  barley 
and  malt;  but  certain  it  is  that  the  peroxydases  occurring  in 
them  are  ver}^  difficultly  soluble  in  water,  and  it  is  in  this  very 
fact  that  the  reason  is  to  be  sought  why  the  above-mentioned 
process  went  off  so  unfavorabh^  that  I  dared  not  make  use  of  it 
in  these  investigations. 

I  do  not,  however,  wish  to  imply  that  the  above-mentioned 
work  of  van  Laer  loses  in  value.  Even  though  the  measure- 
ments of  van  Laer,  taken  singly,  cannot  be  looked  upon  as 
absolutely  quantitative,  yet  they  are  doubtless  relatively  correct 
and,  accordingly,  well  calculated  to  prove  that  the  catah'tic  ac- 
tion increases  in  the  course  of  germination  etc.  On  the  other 
hand,  if  —  as  is  the  case  with  my  researches  —  the  question 
is  solely  to  ascertain  what  influence  is  exerted  on  the  quantity 
of  peroxydase  by  a  variation  of  one  of  the  germinating  factors, 
it  will  be  easily  understood  that  the  use  of  a  method  which 
cannot  safely  be  regarded  as  absolutely  quantitative,  is  a  mistake 
and  may  give  rise  to  erroneous  conclusions. 

The  comparatively  few  details  brought  forward  in  the  pre- 
sent memoir  in  regard  to  the  behaviour  of  peroxydases,  are  there- 
fore exclusively  based  upon  a  qualitative  test,  viz.  the  colour 
reaction  with  guaiacol  and  hydrogen  peroxide. 

In  support  of  my  statement  that  the  peroxydases  of  malt  are 
difficultly  soluble  in  water,  I  may  quote  the  following  experi- 
ment: — 

From  the  same  sample  of  malt  as  was  employed  in  all  the 
experiments  described  above,  a  clear  toluene-water  extract  was 
prepared  in  the  usual  manner.  After  2.5  cc.  of  hydrogen  peroxide 
(30  per  cent  Hg  Oo)  had  been  added  to  25  cc.  of  it,  it  yielded 
in  the  course  of  24  hours  ir.4  cc.  of  oxygen  (o*^  and  760  mm.). 
25  cc.  of  the  same  extract  gave  with  o.  I  gr.  of  guaiacol  and 
2.5  cc.  of  hydrogen  peroxide  immediately  a  very  intense  colour 
reaction. 

Now,  seeing  that  25  cc.  of  toluene  water  extract  correspond 
very  nearly  to  1.2  gr.  of  malt,  we  may  make  the  following  com- 
parison: The  toluene- water  extract  from  1.2  gr.  of  malt  gives  in 
the  course  of  24  hours  11.4  cc.  of  oxygen,  whilst  0.9303  gr.  of 
malt  meal  yield  within  the  same  time   189.6  cc.  of  oxygen.  Con- 
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sequently,  by  the  toluene- water  method,  we  have  not  got  ex- 
tracted more  than  5  per  cent  of  the  amount  of  peroxydase 
existing  in  the  malt,  a  result  which  manifestly  shows  that  the 
peroxydases  in  malt  are  very  difficultly  soluble  in  water. 

It  is  also  evident  from  this  experiment  that  only  trifling 
quantities  of  peroxydase  are  required  to  give  a  very  intense 
colour  reaction  with  guaiacol  and  hydrogen  peroxide. 

B.    Precipitations  of  Proteids. 

In  the  "Transactions  of  the  Guinness  Research  Laboratory" 
it  is  mentioned  that  my  method  of  proteid  precipitation^)  has 
been  tested  in  relation  to  an  alcohol- water-extract 2)  of  malt  and 
barley,  and  also  to  solutions  of  proteid  matters  salted  out  of 
aqueous  and  alcohol-water-extracts  of  malt  by  means  of  sulphate 
of  ammonia  and  sulphate  of  zinc^).  The  result  of  these  experi- 
ments is  summed  up  as  follows :  — 

"The  scheme  (Schjernings)  of  analysis,  however,  wholly  failed 
in  this  case,  since : 

^)  Stannous  chloride  gave  a  heavy  white  precipitate  =  albu- 
min I. 

2)  Mercuric  chloride,  which  should  precipitate  the  albumin  I 
precipitated  by  stannous  chloride,  as  well  as  albumin  II  and 
denuclein,   gave  no  precipitate. 

^)  Lead  acetate,  which  should  be  equivalent  to  mercuric 
chloride,  gave  a  heavy  precipitate. 

The  scheme  of  precipitation  w^as  also  tested  on  solutions  of 
the  bodies  salted  out  from  boiled  and  filtered  aqueous  and  "al- 
cohol-water"-extracts  of  malt  by  ammonium  and  zinc  sulphates, 
but  here  again  contradictory  results  were  obtained,  and  it  is 
evident  that  Schjerning's  scheme  of  precipitation  is  not  applicable 
in  these  cases." 

With  regard  to  these  assertions,  it  is  to  be  observed  at  once 
that,  as  far  as  I  can  see,  they  are  not  supported  by  quantitative 
determinations.  But  in  the  absence  of  ([uantitative  nitrogen  esti- 
mations, discrepancies  like  those  mentioned  under  the  heads  i, 
2  and  3    do   not   prove   anything;   what   guarantee   is   there    that 


»)  Zeitschr.  f.  anal.Ch.37,  413  (1898). 

*)  Transact,  of  the  (iuinncss  Res.  Laborat.   \  ol   I   I'iirt  II,   |>|i.  iSS,   189  (1906^ 

»)   Ibid.   Vol    I    I'art   II,    pp.    215,    216  (1906). 
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nitrogenous  matters  are  to  be  met  with  at  all  in  the  two  preci- 
pitations r  1  also  asked  myself  at  once :  has  the  mercuric  preci- 
pitate been  left  to  stand  long  enough  (20  hours),  and  have  my 
opponents  been  aware  that  the  mercuric  precipitate  is  often  very 
little  conspicuous? 

In  order  to  convince  myself,  I  repeated  their  experiment 
both  with  barley  and  malt,  with  the  difference,  however,  that  I 
determined  the  nitrogen  quantity  in  each  precipitate. 

The  mode  of  procedure  1  adopted  was  as  follows :  — 
100  gr.  of  finely  ground  material  (barley  or  malt)  were  several 
times  extracted  with  alcohol  (70  per  cent  by  volume)  at  18—20*^. 
The  aggregate  amount  of  the  extracts  cleared  by  filtration  was 
ICX)0  cc.  The  alcohol  extract  thus  clarified  was  evaporated  in 
vacuo  (at  26")  to  a  very  small  volume  (about  50  cc).  After  the 
addition  of  about  700  cc.  of  distilled  water  and  some  drops  of 
toluene  to  the  residue,  it  was  well  shaken  for  some  time.  The 
watery  solution  was  rendered  perfectly  bright  by  filtering  through 
two  layers  of  dry  filter-paper,  and  the  flask  and  filter  were  washed 
with  so  much  distilled  water  that  the  total  filtrate  amounted  to 
1000  cc.  This  clear  solution,  the  "alcohol-water-extract"  (marked 
A-W),  was  examined  by  my  precipitation  and  working  as  if  the 
solution  were  ash-free. 

That  part  of  the  residue  which  was  insoluble  in  water  (see 
above)  was  dissolved  in  250  cc.  of  alcohol  (70  per  cent  by  vo- 
lume) at  18 — 20°,  and  then  filtered.  This  bright  filtrate  (marked 
A)  was  likewise  examined  by  my  precipitation  method,  using 
10  cc.  of  filtrate  (A)  +  15  cc.  of  distilled  water  for  each  preci- 
pitation and  working  as  on  an  ash-free  solution. 

For  the  purpose  of  comparison  I  also  examined  a  toluene- 
water  extract  prepared  in  the  usual  manner  (1).  The  experiment 
results  are  tabulated  below. 

During  the  work  itself  I  have  come  across  nothing  that  in 
the  least  goes  to  show  anything  abnormal  in  the  way  in  which 
my  proteid  precipitants  act  upon  the  solutions  used;  nor  shall 
we  meet  anything  out  of  the  usual  course  on  a  critical  inspection 
of  Table  VII. 

The  nitrogenous  bodies  existing  in  barley  and  malt  may  be 
divided  into  the  following  three  main  groups:  — 

(a)  Proteids  not  soluble  in  water  and  alcohol. 

(b)  Proteids  soluble  in  alcohol,  but  insoluble  in  water  (Hordein). 


2cg 


(c)  Proteids  and  Prote'id  decomposition  products  easily  soluble 
in  water,  but  more  or  less  soluble  in  alcohol  —  Albumins  I  and 
II,  denuclein,  proteose,   peptone  and  amine-amid-combinations. 


TABLE  VI. 


Solu- 
tion 

50  cc.  of  (A— W)  or  (T)  and  10  cc.  of  (A) 
contain  nitrogen  co  cc.  ot  n/io  acid 

Mate- 
rial 

as  total 
nitro- 

as precipilable  by 

Remarks 

1 

gen 

Sn  CIo 

Hg  C'a 

FeA(-3 

UrAca 

MgS04 

Bar-  ( 

A— W 

2.3 

0-5 

0.8 

0.8 

0.9 

0.6 

All  precipitations  normal 

ley    ( 

T 

4-5 

1-4 

2.6 

2.6 

3-0 

2-3 

do. 

A— W 

8.4 

0.9 

1.2 

1.4 

1.6 

l.I 

do. 

Malt 

A 

2.1 

lost 

1.9 

1-9 

2.0 

1-9 

do. 

yet  the  Hgprecipitalion 

had  to  be  repeatedly  re-filtered 

before  it  became  clear. 

T 

1 1 -3 

2.4 

4.1 

4-3 

5-2 

3-4 

All  precipitations  normal 

From  these  numbers    those    contained    in  the  next  table  are 
calculated. 

TABLE  VII. 


Solu- 
tion 

"/o  of  total  nitrogen  found  in  the  form  of 

Permis- 
sible 
error, 
about 

rial 

Albumin 

1 

Albumin 
II 

Denuc- 
lein 

'^'■""       Peptone 
peose          '^ 

Ammonia, 
Amine 
Amid 

Bar-  ( 
ley    ( 

Malt 

A— W 

T 

A  — W 
A 
T 

21.7 
311 

10.6 

9C 
21.2 

4-4 
20.0 

0 

>-5 
71 

8.7 
6.7 

3-S 
0 

0 
0 

2.1 

0 

1.8 

4-3 

8.9 

2.6 

4-7 
7-9 

60.9 
33-3 
80.9 
4.8 
540 

4-3 
2.2 

1.2 

4-7 
0.9 

If  then  we  extract  barley-  or  malt-meal  with  alcohol  (70  %), 
a  very  considerable  part  of- the  hordein  (of  malt:  bynin)  and  also 
greater  or  less  quantities  of  the  substances  mentioned  in  the  above 
group  (c)  are  dissolved.  The  alcohol  is  evaporated  and  replaced 
by  water,  in  consequence  of  which  the  greater  part  of,  if  not  all, 
the  hordein  (bynin)  is  precipitated  again,  whereas  the  albumins  I 
and  II,  denuclein,  proteose,  peptone  and  amine-amid  combinations 
dissolved   in   the  alcohol  and  soluble   in  water  remain   in  solution 
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and  must,  consequently,  be  found  in  the  "Alcohol- water- extract" 
(A-W).  The  hordein  bynin;  which  is  precipitated  on  the  alcohol 
being  replaced  by  water,  can  be  re- dissolved,  wholly  or  partially, 
in  alcohol  (70°/o),  whence  it  follows  that,  theoretically  speaking, 
the  solution  (A)  should  contain  only  real  albumins  (I  +  II),  but 
not  any  proteid  decomposition  product.  Finally,  we  see  that  the 
toluene-water  extract  of  barley  (T)  does  not  contain  proteose  at 
all,  and  the  "Alcohol-water-extract '  of  barley  does  not  contain 
proteose  either.  As  all  the  facts  here  referred  to  are  fully  borne 
out  b)'  the  experimental  results  to  be  found  in  Table  VII,  I  am 
warranted  in  maintaining  that  my  proteid  precipitations 
admit  of  being  applied  with  absolute  surety  also  to 
"Alcohol- water -ex  tracts"  of  both  barley  and  malt. 

As  regards  the  modifications  observed  on  comparing  the 
figures  relating  to  the  A-W-solution  with  those  of  the  T-solution, 
they  simply  show  that  the  amine-amid-combinations  of  both  barley 
and  malt  are  more  soluble  in  alcohol  (70  ^/o)  than  the  various 
proteid  groups,  particularly  the  albumins  I  and  II. 

That  my  analytical  method  is  not  applicable  to  aqueous  so- 
lutions of  the  proteids  salted  out  with  sulphate  of  ammonium  or 
zinc,  does  not  astonish  me,  the  less  so  as  I  have  several  years 
ago  drawn  attention  to  the  fact,  stating  at  the  same  time  the 
reason  of  this  disagreement^).  Larger  quantities  of  soluble  salts 
cause  the  proteid  metal  precipitation  to  become  reciprocal. 

C.    Stan  nous-chloride  precipitation. 

Some  experiences  and  observations  made  in  recent  years  give 
me  occasion  to  make  some  short  remarks  concerning  the  stannous- 
chloride  precipitation  mentioned  and  employed  by  me  formerly 
(Albumin  I):  In  a  previous  publication^)  I  pointed  out  that  the 
stannous-chloride  precipitation  often  necessitates  the  addition  of  a 
certain  amount  of  calcium  chloride.  As,  however,  this  precipitation 
has  proved  to  be  nearly  alwaj's  furthered  and  the  clear  filtering 
to  be  invariably  facilitated,  when  a  suitable  amount  of  calcium 
chloride  is  added  before  the  precipitation  is  undertaken,  I  have 
of  late  years  adopted  the  following  proceeding:  To  a  certain 
amount  (25 — 50  cc.)  of  proteid  solution  are  added  about  10 — 15  cc. 


*)  Zeilschr.  f".  anal.  Ch.  39,   566  ;i900). 
-)  //>iW.  37.   416  (1898). 
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of  a  solution  of  calcium  chloride  (containing  lo  percent  ofCaCU), 
and  the  resulting  mixture  is  precipitated  with  a  sufficient  excess 
of  stannous-chloride  solution  (15 — 30  cc).  The  mixture  is  left  to 
stand  all  night  in  a  dark  place  at  the  ordinary  temperature  of  the 
room,  and  the  next  day  the  precipitate  is  collected  and  washed 
twice  with  distilled  water  to  which  has  been  added  a  small  por- 
tion of  solution  of  calcium  chloride  and  a  few  drops  of  stannous- 
chloride  solution. 

The  precipitation  is  not  influenced  quantitatively  b}'  the 
calcium  chloride  added,  as  was  shown  by  a  series  of  experiments 
undertaken  on  a  sample  of  filtering-bag  wort:  To  25  cc.  of  wort 
were  added  o,  2,  5,  10  and  20  cc,  respectively,  of  calcium  chlo- 
ride solution,  and  the  precipitation  was  effected  in  each  case  by 
means  of  25  cc.  of  freshly  prepared  stannous-chloride  solution;  in 
all  five  samples  was  precipitated  8.6  per  cent  of  the  total  nitrogen 
amount  of  the  wort.  —  In  a  second  series  of  experiments  I  ad- 
ded to  25  cc.  of  wort  10  cc.  of  calcium-chloride  solution  and  2, 
10,  15,  20,  25  and  50  cc,  respectively,  of  freshly  prepared  stannous- 
chloride  solution,  and  in  all  six  samples  was  likewise  precipitated 
8.6  per  cent  of  the  total  nitrogen  amount  of  the  wort,  from  which 
results  it  appears  that  even  a  very  considerable  excess  of  stannous- 
chloride  has  no  influence.  —  In  a  third  series  of  experiments  25  cc. 
of  wort  +  10  cc.  of  calcium  chloride  solution  were  precipitated 
with  25  cc.  of  three  diff^erent  stannous-chloride  solutions,  which 
had  been  prepared  on  different  days  and  consequently  had  been 
preserved  for  a  longer  or  shorter  time.  When  put  to  use  as  a 
precipitant,  the  stannous-chloride  solution  (A)  was  39  days  old,  and 
contained  a  fairl}'  copious,  grayish  white  sediment  (of  basic  tin 
combinations).  The  solution  (B)  was  15  days  old  and  contained 
a  rather  abundant,  yellowish  white  sediment,  whereas  the  stannous- 
chloride  solution  (C)  was  newly  prepared  and  limpid.  (A)  preci- 
pitated 1 1.3  per  cent,  (B)  11.8  per  cent  and  (C)  8.6  per  cent  of 
the  total  nitrogen  amount  of  the  wort.  In  the  experiments  (A) 
and  (B)  the  precipitation  was  made  with  the  respective  stannous- 
chloride  solutions,  after  shaking  up  the  grayish  or  yellowish 
white  sediments.  If,  on  the  contrary,  the  precipitation  was 
effected  on  clear  filtrates  of  (A)  and  (B),  then  8.6  per  cent  of 
the  total  nitrogen  amount  of  the  wort  was  precipitated,  as 
usual.  These  few  numbers  show  that  the  pn-c  i  pi  tant  (SnClj) 
must  not   contain    an\'    basic    tin    com  b  i  n  a  t  i  t)ns.      If  the 
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stannous-chloride  solution  is  turbid,  it  must  be  filtered 
clear,  before  being  used  as  a  precipitant. 

As  regards  the  preparation  of  the  stannous-chloride  solution,  I 
may  refer  to  the  directions  given  in  a  previous  paper ^).  I  would 
only  make  the  supplementary  remark  that  I  now  always  dilute  it 
with  freshly  boiled  distilled  water,  and  that  the  ready-made  solu- 
tion is  preserved  in  small,  white  vials  closed  with  India-rubber 
stoppers.  It  would  be  the  best  plan  to  choose  such  a  size  that  the 
contents  correspond  precisely  to  the  amount  wanted  on  the  very 
day  on  which  the  vial  is  opened.  A  stannous-chloride  solution  which 
has  been  in  contact  with  the  air,  even  though  only  for  a  few 
hours,  should  not  be  used.  As  for  the  length  of  time  through 
which  the  tin  solution  can  keep  its  power  of  precipitation,  I  can 
say  only  this  much,  that  I  never  use  any  solution  which  is  more 
than  one  month  old. 

On  titrating  the  above-named  three  stannous-chloride  solutions 
with  "/lo  NaOH  to  a  distinct  red  coloration  (using  phenolphtalein 
as  indicator),  I  found  that : 

2.0CC.  of  the  solution  A  demanded  23.9  cc.  of  "/jo  NaOH 
2.0  -      -  —  B  -  23.8    -      - 

2.0  -      -  —  C  -  23.6   - 

Now,  as  1000  cc.  of  stannous-chloride  solution  contain  50  gr.  of 
tin,  it  follows  that  100  cc.  of  the  solution  contain  8  gr.  of  SnCU 
and    1.28  gr.  of  free  hydrochloric  acid  (HCl). 


4.    Experimental  Errors. 

In  order  to  ascertain  how  great  an  error  the  methods  adopted 
might  give  rise  to  in  themselves,  I  instituted  on  a  particular 
sample  of  malt  a  series  of  experiments,  working  on  the  lines  de- 
scribed above.  The  sample  used  had  been  previously  stored  for 
one  year  and  a  half  in  the  laboratory.  Immediately  after  being 
kiln-dried,  the  malt  was  cleaned  of  rootlets,  broken  corns  and 
the  like  in  the  manner  described  above,  and  then  kept  in  a  dark 
and  dry  place  in  a  large  glass  loosely  tied  over  with  one  layer 
of  filter-paper.  When  the  period  of  storing  was  at  an  end,  the 
material  was  subjected    to    four  complete  analyses  at  intervals  of 

^)   Zeitschr.  f.  anal.  Chem.  37,   414  (1898). 
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from  8  to  22  days.  The  greatest  divergences  thus  found  may  be 
taken  as  expressions  for  the  experimental  error  for  each  indivi- 
dual substance-group. 

It  is  true  that  such  experiments  cannot  show  the  magnitude 
of  the  error  with  which  we  have  to  reckon  in  our  estimations  of 
oxidation  loss  and  rootlet  loss  taken  separately;  but,  as  we  shall 
see  later  on,  they  do  help  us  to  ascertain  how  great  an  error 
exists  in  the  sum  of  these  two  quantities.  By  way  of  illustration 
I  refer  to  Table  VIII,  which  sets  forth  the  analytical  figures  di- 
rectly found. 

The  fact  that  the  dry  substance  percentage  (per  cent  of 
water)  varies  by  about  ^/a  per  cent,  is  not  due  exclusiveh'  to 
the  analytical  error,  but  is  in  a  very  great  measure  attributable 
to  other  reasons.  The  room  in  which  the  malt  sample  was  kept 
during  the  course  of  the  experiment,  was  exposed  to  certain 
alterations  in  point  of  moisture  conditions.  The  experiments  were 
carried  out  during  the  period  ranging  from  the  4'*^  of  Decembre 
to  the  19*  of  January.  It  is  to  be  noted  that  the  locality  in 
question  was  at  that  time  heated  from  a  steam  heating  system, 
where  the  air  is  heated  by  being  conducted  over  a  steam-heated 
lyrate  oven.  Although  forced  to  pass  over  a  flat  reservoir  which 
is  continously  kept  filled  with  water,  still  the  heated  air  is  ge- 
nerally rather  dry,  but  may  also  at  times,  when  the  outer  air  is 
very  humid,  be  almost  saturated  with  moisture,  a  circumstance 
which  must  of  necessity  influence  to  a  greater  or  less  degree  the 
amount  of  water  in  the  experimental  material.  As  far  as  the 
other  substance  groups  are  concerned,  we  do  not  meet  with 
greater  fluctuations  than  could  be  expected.  Anyhow,  the  ex- 
actness obtained  is,  upon  the  whole,  greater  by  the  mashing 
method  than  it  is  when  the  toluene-water  method  is  used. 

As  we  shall  have  to  consider  the  experimental  material,  in 
whole  or  in  part,  from  four  dift'ercnt  points  of  view,  it  will  be 
necessary  to  calculate  the  experimental  errors  accordingly,  viz. 
in  proportion  to  the  unit  10,000  grains,  to  malt  dry  substance, 
to  total  nitrogen  and  to  the  quantitative  outcomes  of  the  various 
enzymic  actions.    See  Tables  IX,  X,  XI  and  XII,    respectively. 

As  regards  the  calculation  of  experimental  results  in  refe- 
rence to  the  quantitative  outcomes  of  enz\matic  actions,  the 
reader  is  referred  to  the  explicit  explanations  given  on  pp.  193  — 
199.  On  the  basis  of  these  I  have  calculated    the    values  for  tlu- 
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various    enzymic    actions    in    relation    to    the    unit   10,000   grains. 
Ihe  results  are  set  forth  in  Table  XII. 

TABLE  XII. 


Mark 

So 

I  +  R            Pp 

Dd 

P              T 

AI 

All 

By   the   mash  method  is  found  transformed,    per    10,000  corns 

Experi- 

gr. of  dry  substance  corresponding  to 

gr.  of  nitrogen  corresponding  to 

ment  No. 

tt>tal 
transfor- 
mation ^) 

oxidation- 
and  root- 
let loss 

total  pro- 
teolytic 
transfor- 
mation-) 

total  car- 
bohydrate 
transfor- 
mation 

Peptic     Tryptic 
action       action 

Albumin 
I          II 

I 

2 
3 
4 

3031 
302.1 
301.6 
301.0 

38.0 
36.0 
38.4 
36.7 

16.9 
16.0 
16.5 
16.4 

286.2 
286.1 
285.1 
284.6 

0.65 
0.65 

0.57 
0.64 

1. 10 

1. 11 

1. 12 
1.06 

0.15 
0.17 
0.15 
0.17 

0.12 

O.IO 

0.17 
0.1 1 

Greatest 
difference 

2.1 

2.4 

0.9 

1.6 

0.08 

0.06 

0.02 

0.07 

Since  the  various  groups  of  nitrogenous  substances  are  con- 
tinually estimated  as  differences  between  two  or  more  proteid 
precipitations,  it  is  not  necessary  to  reckon  with  different  analy- 
tical errors  for  each  group.  It  will  be  easily  understood  that 
under  these  conditions  the  greatest  divergence  may  relate  now 
to  one,  now  to  another  group,  since  the  real  analytical  error  will 
always  influence  the  numerical  value  for  more  than  one  nitrogen 
group.  On  the  score  of  this,  the  analytical  error  may  be  assumed 
to  be  equal  in  each  proteid  group,  and  accordingly  it  appears 
quite  natural  to  reckon  the  greatest  of  the  "greatest  divergences" 
as  the  definitive  analytical  error  for  each  nitrogen  group.  As  we 
have  already  remarked,  the  analj^tical  error  foimd  for  oxidation 
loss  and  rootlet  loss  is  relevant  to  the  sum  of  both.  I  cannot 
say  with  certainty  how  great  the  error  is  in  respect  to  each  of 
these  determinations;  but  there  is  much  that  gives  countenance 
to  the  supposition  that  far  more  than  one  half  falls  upon  the 
oxidation  loss. 


*)  Supposing    the    steeped    corns     to    contain     370    gr.    of    dry    substance    per 

10,000  corns. 
^)  The    steep    supposed    10    contain    5.40    gr.   of   insoluble    nitrogen    per    10,000 

corns. 
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Table  XIII  gives  a  summary  of  the  definitive  analytical 
errors,  as  derived  from  the  experiments  under  discussion,  and  as 
intended  to  be  utilised  in  our  interpretation  of  all  the  following 
experimental  results. 

5.    The  Principal  Experiments. 

As  was  mentioned  above,  it  is  necessary  to  arrange  the  ex- 
periments in  such  a  manner  as  to  make  the  conditions  approxi- 
mate as  near  as  possible  to  those  obtaining  in  practice.  In  order 
to  study  in  such  a  way  the  influence  of  the  various  germination 
factors  on  malting,  we  are  compelled  to  resort  to  two  different 
modes  of  investigation. 

Up  to  the  third  day  of  germination  it  is  impossible  to  under- 
take a  satisfactory  mashing  of  the  experimental  material,  since 
the  enzymes  formed  are  not  yet  sufficient  to  permit  of  anything 
like  a  complete  mashing.  In  this  stage  of  germination  recourse 
must  therefore  be  had  to  the  toluene-water  method.  But  as  soon 
as  the  fourth  day  is  reached,  the  enzymes  developed  enable  us 
to  make  use  of  the  mashing  method. 

Whenever  we  deal  with  germination  factors,  we  are  obliged 
to  employ  both  the  toluene-water  and  the  mashing  methods,  if 
indeed  we  wish  to  preserve  the  experimental  continuit)'  from  the 
steeping  process  up  to  the  ready  germinated  malt. 

For  these  reasons  it  will  be  necessary  to  ascertain  whether 
it  is  permissible  to  join  the  results  obtained  bj'  means  of  the 
toluene-water  method  together  with  those  of  the  mashing  method, 
to  such  an  extent  as  is  required  for  the  continuity  to  be  pre- 
served. I  will  exemplify  this  question  by  means  of  a  ergmina- 
tion  where  the  material  of  the  successive  stages  of  germination 
was  examined  by  both  methods.  Table  XIV  sets  forth  the  ana- 
lytical numbers  found,  and  Table  XV  the  values  calculated  from 
these  with  regard  to  the  unity   iO,ooo  grains. 

A  closer  inspection  of  the  figures  in  Table  XV  will  confirm 
what  was  said,  <->  propos  the  barley  ripening  experiments,  on  the 
subject  of  the  relation  between  the  different  nitrogenous  groups 
existing  in  a  toluene-water  extract  and  those  in  a  mash  extract 
(beer- wort)  ^).    In  the  latter  the  albumins  occur  in  smaller  quantity. 


*■)  Compt.   rend,   des   Travaiix  du   Laborat.   de   Carlsbery  6,   24S  (1906). 
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but  the  various  proteid  decomposition  products  in  greater  quan- 
tity, than  in  the  toluene-water  extract.  However,  we  are  not  to 
enter  into  this  part  of  the  question  in  any  detail,  since  it  does 
not  concern  the  matter  now  before  us  We  shall  here  simpl\' 
have  to  ascertain  whether  the  results  obtained  from  the  primary 
material  (the  steep  examined  on  the  toluene-water  method)  may 
safely  be  linked  together  with  those  relating  to  the  fourth  day 
of  germination  (examined  on  the  mashing  method).  A  general 
view  in  this  direction  can  be  easily  obtained  by  looking  at  the 
differences  between  the  results  relating  to  the  fourth  day  of  ger- 
mination (examined  both  on  the  toluene-water  and  the  mashing 
method)  and  those  concerning  the  steep  (the  toluene -water 
method  alone).  In  Table  XVI  I  have  collected  these  differences, 
providing  them  with  the  signs  appertaining  to  them. 

A  glance  at  these  signs  will  immediately  show  that  there  is 
a  perfect  accord  between  the  two  methods  in  respect  to  the  di- 
rection taken  by  the  transformations,  except  as  far  as  the  figures 
relating  to  acidity  are  concerned ;  these  exhibit  an  increase  in 
the  case  of  the  toluene-water  method,  but  a  slight  falling  off  in 
that  of  the  mashing  method.  If  now  we  compare  the  numerical 
values  with  their  respective  analytical  errors,  a  very  good  agree- 
ment is  found  to  exist  between  the  two  methods  in  respect  to 
the  majority  of  substance  groups.  It  is  only  in  the  case  of  the 
groups  "Soluble  Ash",  "Albumin  I",  "Ammonia,  Amine-Amid" 
and  "Acid"  that  wi  meet  with  divergences  greater  than  the  ana- 
lytical error;  in  no  case,  however,  the  difference  amounts  to 
twice  as  much  as  the  analytical  error. 

It  appears  from  these  figures  that  only  a  very  insignificant 
error  is  committed  by  joining  the  results  relating  to  the  starting 
material  (toluene-water  method)  together  with  those  of  the  exa- 
mination of  the  germinating  material  of  the  fourth  da>'  (mai-hing 
method). 

By  the  way  it  ma\'  be  observed  that  this  error  is  of  no 
consequence  with  regard  to  the  figures  which  will  form  the  basis 
of  the  interpretations  given  below  and  relating  chielly  to  the 
differential  values  between  the  germinations  from  o  to  4''',  o  to 
7"^  and  o  to  lo''^  day.  If  we  adopt  this  mode  of  interpretation, 
the  error  in  question  enters  with  one  and  the  same  numerical 
value  into  all  the  numeric  differences,  so  that  it  cannot  [)ossibl\' 
affect  the  conclusions  to  be  drawn. 
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The    experiment    here    men- 
tioned   is   but   one   example    out 
of  many  which  all  show  exactly 
the    same    relation    to   exist    be- 
tween the  toluene-water  and  the 
mashing    method.     In    nearly   all 
my    germination     experiments    I 
carried  through  the  investigation 
using  both  methods;    but  in  the 
numerical  material  set  forth  in  the 
present    memoir   I   have    entirely 
left   out   the    results  obtained  by 
the  toluene-water  method  (relating 
to  the  4'^  7'h,   lo"^  and   12'*^  day 
of    germination),     thinking     that 
double  series  of  figures  could  not 
but   interfere   with    the    desirable 
clearness  of  the  tables,  the  more 
so  as  we   shall   have   to  do  with 
a    very    considerable    number    of 
figures  in  this  section.    It  is  true 
that  only  the  results  of  the  toluene- 
water    method    give    a    perfectly 
reliable  continuity  to  the  experi- 
mental   series;    the    reason    why 
they   have    been    omitted   lies   in 
the    circumstance    that    they    do 
not   in    any   particular  bear  upon 
the  conditions  obtaining  in  prac- 
tice,   since   they   do    not  give   us 
any  information  whatever  on  the 
total  conversion  which  has  taken 
place  during  malting.    As  I  have 
mentioned  above,  it  is  absolutely 
necessary   to   gain  such  informa- 
tion.    The    results    obtained    by 
means    of   the    mashing   method 
will  enable    us   to  keep  touch  of 
practical  conditions  of  work. 
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Steeping-. 

All  steepings  were  effected  at  a  temperature  of  i8 — 20°  with 
distilled  water.  As  regards  the  influence  of  the  steeping  time  on 
the  physiological  properties  of  the  barley  samples  (germinating 
energy  and  capacity),  I  may  refer  to  Table  LVIII,  p.  286. 

I  Series  of  Experiments.  Influence  of  steeping  time  on 
the  chemical  composition  of  barley. 

Equal  quantities  of  the  same  barley  sample  (two-rowed 
Danish  barley  of  the  harvest  19051  were  steeped  for  i,  2,  3  and 
4  days  respectively,  under  identical  conditions.  After  the  steeping, 
the  samples  were  kiln- dried  for  24  hours  at  45**,  and  then  ground 
finely  and  analysed  by  the  toluene-water  method.  The  analytical 
numbers  are  found  in  Table  XVII,  and  the  results  calculated 
from  them  in  Table  XVIII. 

Germination. 

In  all  the  germination  experiments  of  the  series  II  to  \T 
one  and  the  same  sample  of  Danish  two-rowed  barley  from  the 
harvest  1905  was  used,  whereas  series  VII  was  made  on  two- 
rowed  Danish  barley  of  the  harvest  1907,  and  series  VIII  on 
two-rowed  Danish  barley  of  the  harvest  1908.  The  barley  samples 
were  cleared  of  broken  corns,  impurities  etc.  in  the  manner  de- 
scribed above. 

The  cleaned  barley  sample  of  the  harvest  1903  contained 
1 1.3  per  cent  of  water  and  1.540  per  cent  of  nitrogen,  corre- 
sponding to  1.742  per  cent  of  nitrogen  or  10.89  P^i"  cent  of 
proteid  in  barley  dry-substance.  The  sample  of  the  harvest  1907 
contained  17.6  per  cent  of  water  and  1.304  per  cent  of  nitrogen, 
corresponding  to  1.583  per  cent  of  nitrogen  or  9.89  per  cent  of 
proteid  in  dry  substance,  and  the  sample  of  1908  contained  11.2 
per  cent  of  water  and  1.555  per  cent  of  nitrogen,  corresponding 
to  1.75 1  per  cent  of  nitrogen  or  10.94  per  cent  of  proteid  in 
barley  dry-substance. 

II  Series  of  Experiments.  Influence  of  steeping  time 
on  the  transformations  going  on  during  germination. 

3  X  600  gr.  of  air-dry  barley  were  steeped  for  i,  2  and  3 
days  in  the  normal  manner  (with  distilled  water  at  18 — 20^)  and 
then  made  to  germinate  at  F4''  (constant  during  the  whole  course 
of  the  experiment;,   with  excess  of  air  (lo  I.  of  fresh  air  per  hour), 
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under  "normal  conditions  of  moisture"  and  in  the  dark.  Samples 
of  about  220  gr.  each)  were  taken  after  4,  7  and  10  days'  ger- 
mination. They  were  kiln-dried  24  hours  at  45°,  finely  ground 
and  analysed  by  the  mashing  method. 

Whereas  the  material  of  i  and  2  days'  steeping  showed  a 
perfectly  uniform  germination,  that  of  the  barley  which  had 
undergone  three  days'  steeping  was  very  heterogeneous  and 
evinced  a  marked  tendency  to  produce  hussars  (even  after  only 
7  days'  germination).  After  10  days'  germination  the  sample 
which  had  been  steeped  for  3  days  still  contained  a  great  deal 
of  ungerminated  corns,  and  at  the  same  time  a  considerable 
number  of  hussars.  A  slightly  mouldy  smell  could  also  be  per- 
ceived. The  analytical  figures  are  set  forth  in  Table  XIX,  and 
the  results  calculated  from  them  in  Table  XX. 

III  Series  of  Experiments.  Influence  of  temperature 
(and  time)  on  the  transformations  going  on  during  germination. 

4  X  600  gr.  of  barle)'  were  steeped  2  days  in  the  normal 
manner  and  then  induced  to  germinate  in  the  dark,  with  excess 
of  air  and  under  "normal  conditions  of  moisture",  at  14^,  16*^, 
20°  and  26°,  respectively,  the  temperature  being  kept  constant 
during  the  whole  course  of  germination.  Samples  were  taken 
after  4,  7,  iO  and  —  in  the  case  of  two  germinations  —  12  days' 
germination.  These  samples  were  kiln-dried  in  the  usual  manner 
(24  hours  at  45°)  and  finally  powdered  and  analysed  by  the 
mashing  method. 

The  sample  which  had  germinated  at  20°  contained  after 
10  days'  germination  many  hussars,  and  had  after  12  days'  ger- 
mination a  rather  mouldy  smell.  The  sample  which  had  ger- 
minated at  26°  contained  on  the  5'^  day  of  germination  some 
and  on  the  lo'*^  day  many  hussars,  and  had  as  early  as  the  6'*^ 
day  a  partially  dried-up  rootlet.  The  growth  of  the  latter  was 
therefore  likely  to  have  ceased  already  on  the  6'''  day,  whereas 
that  of  the  plumule  (acrospire)  was  continued  beyond  that  period. 
Hence,  the  germination  at  26^  is  decidedly  to  be  considered  as 
abnormal.  The  analytical  figures  are  contained  in  Table  XXI, 
and  the  results  calculated  from  them  in  Table  XXII. 

IV  Series  of  Experiments.  Influence  of  moisture  on  the 
transformations  taking  place  during  germination. 

3  X  600  gr.  of  air- dry  barley  were  steeped  for  two  days  in 
the  usual  maimer.    The  steep  was  divided  into  three  equal  parts, 
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each  of  which  was  made  to  germinate  at  a  temperature  of  14'^ 
(kept  constant  during  the  whole  course  of  the  experiment),  in 
the  dark,  with  excess  of  air  and  under  conditions  of  moisture 
corresponding  to  under-normal,  normal,  and  over- normal 
moisture,  respectively.  In  all  three  experiments  the  steep  — 
—  which  contained  48  per  cent,  of  water  —  was  placed  in  the 
usual  way  in  the  germinating  apparatus. 

In  order  to  provide  under-normal  moisture,  the  amount 
of  air  which  was  conveyed  to  this  germinating  apparatus  during 
the  first  four  days  was  dehydrated  by  being  forced  through  a 
convenient  layer  of  concentrated  sulphuric  acid.  From  the  5'^  to 
the  iC^  day  this  germination  was  conducted  in  the  normal  manner 
in  respect  to  the  conditions  of  moisture. 

For  the  purpose  of  procuring  over-normal  moisture,  5  cc. 
of  distilled  water  were  immediately  added  to  the  germinating 
material  in  the  apparatus  concerned.  The  germination  was  con- 
ducted normally  for  the  first  four  days.  On  the  5'^  6'*',  7'^  and 
8^^  day  I  added,  each  day,  5  cc.  of  distilled  water,  which  by 
means  of  a  pulverisator  was  sprayed  over  the  germinating  barley. 
To  add  more  water  (on  the  9'^  day)  was  impracticable,  the  corns 
being  unable  to  absorb  any  more. 

The  germination  with  normal  moisture  was  carried  on  in 
the  manner  described  above. 

As  will  be  seen  bv  the  percentages  of  water  given  in  Table 
XXIII  (last  column),  there  is,''analytically,  no  very  great  difference 
in  the  conditions  of  moisture  between  the  three  experiments;  it 
is  to  be  observed,  however,  that  on  feeling  the  materials  of  the 
three  experiments  one  could  not  be  in  doubt  but  that  there  was 
a  difference.  The  samples  "under- normal"  felt  during  the  whole 
course  of  the  experiment  comparative!}'  dry,  whilst  the  samples 
"over-normal' '  were  very  wet  to  the  touch  from  the  5''^  day. 

Samples  were  taken,  as  usual,  after  4,  7  and  10  days  of 
germination.  They  were  kiln-dried  for  24  hours  at  45°,  and  then 
ground  finely  and  analysed  by  the  mashing  method.  The  sample 
which  had  germinated  with  over -normal  moisture  contained 
after  10  days'  germination  a  very  large  number  of  hussars,  whereas 
in  the  two  other  samples  were  found  but  very  few.  Furthermore, 
the  first-named  sample  had  a  markedly  mouldy  smell. 

The  results  of  the  analyses  are  set  forth  in  Table  XXIII, 
and  the  figures  calculated  from  them   in  Talile  XXIV. 
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V  Series  of  Experiments.  Influence  of  air- renewal  (ven- 
tilation) on  the  transformations    taking  place  during  germination. 

3  X  600  gr.  of  air-dry  barley  were  steeped  in  the  usual 
manner  for  two  days.  The  steep  was  distributed  in  equal  pro- 
portions to  three  germinating  apparatus,  where  germination  took 
place  in  the  dark  at  14^  (constant)  and  with  normal  moisture. 
The  apparatus  I  was  supplied  with  a  deficit  of  air  (about  400  cc. 
of  air  per  hour),  apparatus  II  with  about  the  theoretically  neces- 
sary quantity  of  air  (about  1 200  cc.  per  hour),  and  appararus  III 
with  an  excess  of  air  (about  10,000  cc.  per  hour).  The  samples 
taken  amounted  each  to  about  220  gr.  of  germinating  material, 
that  is,  about  Vs  of  the  total  steep.  In  order  to  keep  the  supply 
of  air  down  as  stated  above  during  the  whole  course  of  the  ger- 
mination, the  amount  of  air  conveyed  to  the  apparatus  I  and  II 
was  diminished,  each  time  when  a  sample  had  been  taken,  by 
about  ^/s  of  the  original  quantity,  so  that  apparatus  I  and  II 
were  supplied  with  about  266  and  798  cc.  of  air  per  hour  after 
the  first,  and  with  about  133  and  399  cc.  after  the  second 
sample  had  been  taken.  During  the  malting  with  deficiency 
of  air,  the  germinating  material  from  the  4'*^  to  6'**  germina- 
tion day  emitted  a  marked  ether-like  smell,  which  disappeared 
after  7  days'  germination,  when  it  was  replaced  by  a  pure 
malt-smell.  An  indication  of  ethereal  smell  was  also  observ- 
able in  apparatus  II  (theoretically  necessary  quantity  of  air)  on 
the  4^'^  day  of  germination,  but  disappeared  entirely  on  the  next 
day,  being  replaced  by  the  purest  malt-smell,  which  kept  un- 
altered during  the  rest  of  the  germination  time.  The  material 
in  apparatus  II  contained  on  the   10^''  day  a  few  hussars. 

After  4,  7  and  10  days'  germination,  samples  were  taken, 
which  were  kiln-dried  in  the  usual  manner,  ground  finely  and 
analysed  by  the  mashing  method. 

The  results  of  the  analyses  are  set  forth  in  Table  XXV,  and 
the  figures  calculated  from  them  in  Table  XXVI. 

VI  Series  of  Experiments.  Influence  of  light  on  the 
transformations  going  on  during  germination. 

3  X  600  gr.  of  air-dry  barley,  being  steeped  as  usual  for 
two  days,  were  made  to  germinate  at  16*^  (constant  during  the 
whole  course  of  germination)  with  excess  of  air  (10  1.  per  hour) 
under  normal  conditions  of  mtnsture.  In  apparatus  I  the  ger- 
mination   was   effected    in    the    dark,    in   II  in  dispersed  daylight, 
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and  in  III  partially  in  sunlight  (3  hours  of  direct  sunlight  daily 
on  the  P',  2"d,  y^,  4'h,  5'^  7"^  and  9"^  day,  in  all  21  hours). 
After  10  days'  germination  the  nnalt  which  had  germinated  in 
the  dark  contained  a  few  hussars,  whereas  the  two  other  samples 
had  a  large  number  of  them.  Samples  were  taken  at  the  end 
of  4,  7  and  10  days'  germination.  They  were  kiln  dried  24  hours 
at  45°,  powdered  and  analysed  by  the  mashing  method.  The 
analytical  results  will  be  found  in  Table  XXVII,  and  the  figures 
calculated  in  Table  XXVIII. 

It  deserves  notice  that  the  barle}'  sample  used,  as  well  as 
all  the  steeping  and  germinating  samples,  gave  with  guaiacol  and 
hydrogen  peroxide  a  strongly  marked  colouring  reaction  (z.  e. 
contained  peroxydases),  whereas  in  no  case  I  got  a  colour  re- 
action with  guaiacol  alone  (that  is,  there  were  no  organic  per- 
oxides present).  As  for  the  circumstance  that  the  malt  sample 
which  had  germinated  10  days  in  partially  direct  sunlight  gave 
a  barely  perceptible  colour  reaction  with  guaiacol  alone,  I  have 
not  felt  justified  in  attaching  any    importance  to  it. 

VII  Series  of  Experiments.  Influence  of  fluctuations  of 
temperature  on  the  transformations  going  on  in  the  germinating 
material. 

In  this  series  of  experiments  I  used  a  sample  of  two-rowed 
Danish  barley  from  the  harvest  1907,  which  had  undergone  a 
very  wet  and  cold  ripening  period,  while  the  harvesting  condi- 
tions had  been  fairly  good. 

The  sample  arrived  at  the  laboratory  in  October  1907  and 
was  at  once  cleaned  of  broken  corns,  impurities,  eU.  Germination 
experiments  which  were  undertaken  immediately  after  the  clean- 
ing process,  showed  that  the  material  had  not  undergone  a  suf- 
ficient storage  and,  consequently,  was  not  3'et  fit  to  be  experi- 
mented upon.  After  5  months'  storage  in  a  dark,  dry  and  tem- 
perate place  the  sample  had  reached  its  full  germinating  capa- 
city. The  germinating  tests  which  were  now  undertaken  showed 
that  the  sample  gave,  practically,  the  same  result  in  respect  to 
both  germinating  energy  and  germinating  capacity,  whether  it 
was  steeped  i  or  2  da\s  with  distilled  water  at  18 — 20°.  A  3 
days'  steeping,  on  the  contrary,  gave  a  rather  considerable  weaken- 
ing of  the  germinating  energy  (see  Table  LVIII,  p.  286).  Thus, 
the  normal  steeping  with  distilled  water  at  18  —  20"  had  termi- 
nated after  a  little   less  than  48  hours. 
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In  the  following  three  experiments  I  used  a  48  hours'  steep- 
ing with  distilled  water  at   18—20". 

3  X  600  gr.  of  air-dr}^  barley  were,  after  steeping,  distributed 
equally  between  three  germinating  apparatus  and  made  to  ger- 
minate with  excess  of  air,  without  access  to  the  light,  and  under 
normal  conditions  of  moisture.  The  whole  germination  process 
was  conducted  quite  alike  in  the  three  apparatus,  only  with  this 
difference  that  the  temperature  scale  diverged  somewhat  —  the 
mean  temperature,  however,  being  the  same  in  all  three  experi- 
ments.   The  following  table  (XXIX)  summarises  the  results:  — 


TABLE 

XXIX. 

Temperature  in  the 

Experiment 

germinating  apparatus 

I 

II 

III 

Immediately  after  the  covering 

9-5° 

190 

140 

ist    day  of  germination  .    .    . 

9-5 

17 

13-75 

2nd     -       -             — 

9-5 

17 

13-75 

3rd    -        - 

12.5 

15 

13-75 

4th    .        -             — 

12-5 

14-75 

14 

5th    -        - 

13-25 

12.75 

14 

6th     .         -               — 

16 

12.5 

14 

•Jth    -        -              — 

17 

12 

14 

8th    -       .           — 

18 

II 

14 

gth     -         -               — 

18 

II 

14 

lOth     -         -               — 

18 

II 

14 

' 

13-98 

13-91 

13-93 

After  10  days'  germination  sample  I  contained  a  few  hussars, 
samples  II  and  III  a  somewhat  larger  number,  but  not  man\'. 
Samples  were  taken  after  4,  7  aud  10  days'  germination.  They 
were  kiln-dried,  powdered  and  analysed  in  exactly  the  same 
manner  as  all  the  before  mentioned  samples.  The  analytical  re- 
sults are  given  in  Table  XXX,  and  the  figures  calculated  in 
Table  XXXI. 


VIII  Series  of  Experiments.  The  experimental  object 
consisted  in  two-rowed  Danish  barley  of  the  harvest  1908.  The 
development  and  ripening  period  had  been  fairly  normal,  whereas 
the  harvesting  conditions  were  rather  unfavorable. 

The    sample    arrived    in    the    middle    of    October    and    was 


243 


^    1 

*-< 

c/: 

un 

o     o 

ON 

-     o 

0 

On 

o 

ON 

j= 

c 

ta 

.. 

-     P) 

» 

p)      PI 

PI 

"" 

PI 

1- 

C3 

C 
O 
<J 

S 

u 

^ 

-< 

N 

00        N 

CO 

o    p^ 

^ 

in 

» 

m 

o 

"3 

6 

N 

C4        Tt 

'i- 

Tl-    -^ 

'^ 

pn 

•* 

■* 

c 

-3 

w- 

O 

O- 

< 

ON 

N        N 

p» 

«.      PI 

p< 

Tj- 

i; 

^ 

P)       ro 

PO 

fo    m 

rn 

N 

po 

PO 

O 

ta 

— 

<» 

,_ 

I-. 
o 

1-4 

c 
o 

' 

U 

C^ 

P4      r^ 

!>■ 

r^      r^ 

cc 

Ti- 

r^ 

OO 

c; 

bo 

a 

- 

N        N 

P) 

p)       P) 

PI 

pi 

PI 

PI 

S 

u 

00 

O      - 

vn 

PI     o 

NO 

PI 

„ 

in 

.3 

X 

1) 
'o 

c 

o 

" 

-     -" 

- 

- 

- 

- 

o 

0) 

uaSoJiiu 

t-~     00 

lA    o 

- 

00        Tl- 

ON         « 

ry. 

00 

PI 

q 
pi 

= 

li") 

JBJOJ    SB 

"" 

-' 

^ 

*^ 

^ 

Ml 

^ 

HO^N  °V" 

O 

\r\     -> 

PO 

o     - 

PI 

00 

- 

pn 

1= 

13 

03  03  ppV 

N 

-        N 

p) 

N        P) 

PI 

^^ 

n 

li^ 

^       rj- 

p« 

O      00 

O 

NO 

in 

00 

ro 

O       O 

On 

o    o 

ON 

o 

O 

qsB  JO   -jS 

P< 

ro     m 

PI 

po 

rO 

O 

O 

O       O 

o 

O       O 

o 

o 

O 

o 

^ 

O 

O       O 

o 

O       O 

o 

o 

O 

o 

J 

(^XpAuoadsaj  'iobjj 

o 

o     c^ 

r- 

O      r- 

li-^ 

C/0 

„ 

ro 

o 

S 

-X9  JO  -DO  Sz;  puB  oS 

o 

On      ro 

u-l 

xn 

o 

CV3  sujoo  JO  J3quin^\[ 

PO      Tj- 

•^ 

rl-      — 

MN 

00 

PI 

■* 

M 

(•IlBa)l0BJ}X3JO0/Q 

1 

qs       On 

O 

00 

1>-     00 

00 

O 

CO 

00 

O" 

SUJOD 

1 

O      "^ 

t-^ 

NO         P) 

rri 
po 

PO 
pn 

in 
in 

vO 

u 

c| 

5|BUI  JO    "jS 

PI        N 

M 

PI      p» 

N 

O 

On      On 

On 

in 

PO 

aDUBjsqns 

1 

CO        O 

PO 

O        - 

■* 

t^ 

NO 

o 

o 

CI 

is 

<  <- 

0 

^P  JO  %  V!'^ 

««      00 
ON     00 

00 

00 

ON      ON 

ON 

00 

00 

NO 
00 

o 

CN 

in     O 

PO      rj- 

^ 

PI        NO 

NO 

in 

O 

PI 

NO 

o 

^ 

lapooj  JO   -jS 

1 

-"       PI 
t^      PI 

O 

00       ro 

o 

in 

O 

o 

0 

O       ^ 

00 

M       -"^ 

IT) 

" 

m 

NO 

piDB    °^/a 

^. 

■*      Pt 

PI 

O       0 

NO 

-* 

00 

PJ 

O 

c 

On 

NO         P< 

Mi 

>* 

Ti- 

N^ 

o 

u 

•DO  CN3  'f^ 

"^ 

Th     l/^ 

'I- 

■*    ■* 

Tt- 

Tf 

■<^ 

■* 

UIBJUOD 

1        o 

00       O 
CO        •"• 

P) 

P)       N 

in 

O 

in 

ON 

e 

;s 

aouBjsqns 

Tl- 

P«       On 
P)        ■* 

P) 

00 

r-.    NO 

N        ON 

ON 

O 
PO 

in 

On 

snoanbB  jo   -sS 

Tl- 

Tf      lA 

Tl- 

■*      PO 

f, 

^ 

•<*• 

r^ 

B 
U 

o 

PI       <■". 

r^ 

O        PO 

00 

o 

o 

O 

o 

On      rn 

NO 

\J~,        Tf 

u-1 

o 

in 

•" 

TT 

\\sv,  JO   -jS 

PI 

IN 

P)       P) 

o 
PI 

p)       P) 

PI 

/s 

PO 
PI 

P) 

- 

< 

o 

0     o 

o 

O      O 

o 

o 

o 

O 

'J 

UIBJUOD 

•^ 

0    ?:: 

PJ 

O      PO 

00 

IT) 

in 

pn 

§N 

00 
On 

t    o 

o 

NO         P^ 

m 

■^ 

^ 

m 

— 

00 

NO         t^ 

NO 

On      r^ 

PI 

r^ 

NO 

CN 

T3 

snoanbE  jo  'jS 

CN 

ON       On 

00 

o    o 

» 

ON 

o 

On 

B 

vO 

CO        NO 

■* 

li-l       On 

O 

PI 

Th 

NO 

sujoD  aqj  ui 

O      00 

NO 

O      m 

■* 

X 

ja 

3DUBjsqns  Xap  jo  o/^ 

1               N 

ON 

ro     O 

ON        ON 

ON 

00 

p«     — 

OV       ON 

o 

ON 

o 

ON 

o> 

00 

ON 

J) 

ro 

r<^     \r) 

N 

On     no 

o 

>* 

o 

■<1- 

•j3  ui  SUJOD  snoanbB 

00 

N      00 

o 

l^    ■* 

PO 

PI 

a 

oooi  JO  UlSpM 

NO          PO 

PO      PO 

PO 
PO 

PO     PO 

PO 

PO 

in 

p^ 

PO 

P<^ 

-9 

4) 

sXbP  —  UI  P3JBUIUIJ3Q 

O 

<*     r^ 

o 

Tj-       t^ 

o 

"* 

t^ 

o 

a 
1 

n 

_ 

o       o 

o 

o      o 

e 

o 

o 

o 

ij               C 

\ri     r^ 

00 

ON         P) 

— 

t 

-f 

-1- 

M 

.£ 

b        .c 

71 

1        ^-^ 

d>    " 

^ 

c 

0 

u     . c 

1      *i 

—  .5  a. 

u,     J.     O 
b!     C     b     l; 
<U    «J     -  — 
^■   -*   ^    « 
«  ^    £  u 
1)  6/1 53  <« 

c 

c 
0 

2  2  ■" 

- 

1   'J^ 

244 


> 

9 

3 

01 

3 

13  :;-0 

"C   =■  ^ 

h:^ 

1 

3 

n' 

E- 
n 

5?  3  S 
«  S  7 

o 

3"^  q 

r*    :;*    O 

C    £    P 
1     3     7-. 

to  to 

^ 

1^    » 

„ 

>. 

— •      ~ 

^ 

—     V 

2            =^ 

Q 

■f>-    -j- 

4- 

— 

10     \C; 

y- 

--J      en 

p 

3               O 

3 

o       o 

o 

o 

o       o 

= 

c       e 

o    -^ 

4>. 

o 

^     > 

o 

-<I     4^ 

o 

Germinated  in  —  days 

to      OJ 
vO      o 

IO 

to 

NO 

O      « 

to 

Gr.   of  dry  substance 

O 

NO 

On 

^     ^ 

n        io 

^J 

to 

(^      O 

o 

On      to 

4>- 

-in   io,ooo  corns 

o 

W       4i. 

+• 

U) 

-t>.     -f^ 

OJ 

4^      4>. 

4i. 

cr          EX 

\0       - 

U> 

00 

-     o 

oc 

-     4^ 

*J 

g  8      ^ 

3 

1 

■f' 

00    ~a 

to 

-f^ 

to     <~n 

ON 

«      OJ 

vO 

p 

b    to 

to 

Ii     On 

to 

d)        00 

2  -^       rS" 

n 

_  o 
o  "^ 

4* 

to        00 

vO 

00 

00     o 

en 

e^)    u> 

' 

O 

~a    ^ 

^4 

■<I 

^J      -4 

--J 

--4         OC 

oc 

x 

3- 

O      4i 

o\ 

to 

OJ      Ui 

« 

4^      (0 

to 

O 

O     <~r\ 

to 

O      en 

" 

4^      4^ 

en 

3 

o 

K>       to 

^ 

to      « 

to 

to      -. 

O 

_                c"  to 

b 

0\ 

1 

-       00 

o 

O      - 

»-4 

i.           o-  o 

t/t 

^I     <J\ 

o 

^         UA 

en 

en      On 

00 

s  8     <^ 

o 

to      to 

tN) 

, 

to     OJ 

to 

to      4^ 

4^ 

3      '             =.S 

Ln       00 

On 

1 

00     to 

ON 

30    4i 

OC 

S        h:s 

M 

10 

4".      -|i> 

u\ 

U>      4^ 

~1 

vO       - 

w 

Q     T 

o 

o 

O 

4^      Ji. 

Ln 

-F>. 

4i.     i^ 

4^ 

4^      en 

en 

C« 

•^     vo 

to 

00 

vO       O 

~a 

NO      en 

On 

3 

o 

W 

X     \0 

l/» 

<-n 

»J        vO 

to 

4>.      ^ 

"" 

a 

n 

c    p 

to      to 

p 

to 

p 

p    p 

"       to 

p 

to 

P       P 

to      to 

P 

_ 

> 

1 

s 

o 

3 

^-I     >-l 

■fl. 

o 

NO         OJ 

cc 

-      O 

On 

c 

R 

O 

O 

o    o 

O      O 

o 

o     b 

o 

o 

o    o 

o 

O      - 

^ 

3 

00 

ON 

NO        NO 

00      10 

4^ 

5' 

o    o 

o 

o 

o    o 

o 

O      O 

O 

to      to 

M 

to         "" 

to 

to      - 

o 

Denuclein 

o 
b 

00    w 

^ 

K) 

U»      NO 

4>. 

to     OJ 

00 

o' 

o 
n 

0 

o    o 

o 

o 

o    o 

o 

O 

«~j 

o    o 

o 

o 

o    o 

o 

O      O 

o 

Proteose 

=i 

3. 
5' 

OTQ 

^       v£> 

00 

»-4 

NO       00 

•^ 

nO 

O 

o    o 

o 

o 

o    o 

o 

o     o 

o 

to       " 

_ 

to 

to       — 

to 

to         w 

o 

Peptone 

O        00 

-p- 

OJ 

—    ^1 

" 

O      to 

o 
5- 

-    « 

o 

M,             - 

- 

-     o 

o 

Ammonia, 

OJ     Oj 

vO 

1 

oj     o 

to 

to      en 

U) 

Amine-Amid 

n 

i-n      On 

'^     >o 

en 

en     NO 

4^ 

3 
p 

OJ 

to      to 

O       00 

to 

to 

NO 

to      to 

00     -J 

^ 

to      to 

00      - 

to 

00 

Acid  cc  cc. 

u> 

~-I    -J 

-^ 

- 

-    o 

4^ 

4i-     -J 

On 

n.  NaOH 

1' 
3 

to      »> 

to 

to 

to      to 

to 

to      to 

ON 

W      -(^ 

u> 

0\ 

00     to 

4^ 

On     »a 

o 

gr.  of  extract 

•~I      o^ 

o 

Ul 

oc     to 

o 

e>J     ^J 

r 

►t               NN 

^ 

^ 

„ 

„ 

00      - 

-f>. 

Ui 

o     o\ 

00 

O      - 

0 

as  rootlet 

era 

to 

OJ      vO 

V/A 

ON 

NO        ^J 

4^ 

to       NO 

o" 

N      to 

„ 

to 

to      10 

to 

to 

o    - 

^ 

ON 

to       •- 

en 

-,      o 

o 

by  oxidation 

S^ 

O     oj 

to 

On 

o    ^ 

C 

On    OJ 

0\        ON 

00 

ON 

o.    ^ 

ON 

^4        " 

wr.   of  unaltered 

UJ      -^ 

vO 

to 

^      y: 

to 

-fi.          ON 

^J 

^4 

-J      oc 

o 

W     en 

4^ 

matter 

o    o 

o 

o 

o    o 

o 

O      O 

O 

Albumin 

O 

b 

to      to 

o 

o 

to    oo 
00     to 

to 

00 

to     e>o 

NO      to 

O 

I  and  II 

c 

o    o 

o 

o 

o    o 

o 

O      O 

o 

Denuclein, 

d 

OJ 

Ln 

(yi     41. 

en 

en      to 

>. 

Proteose, 

o 

Ln       O 

NO 

to 

OJ      4^ 

to 

—      en 

Pep 

tone 

245 

immediately  cleaned  of  broken  corns  etc.  The  germination  ex- 
periments at  that  period  gave  rather  unfavorable  results  (see  Table 
LVIII,  p.  286),  and  the  sample  was  therefore  stored  for  several 
months.  In  December  the  germination  experiments  yielded  a 
somewhat  more  favorable  result;  in  both  series  of  experiments, 
however,  it  was  found  that  the  sample  could  not  stand  a  steeping 
with  distilled  water  at  18 — 20°  for  more  than  some  twenty  hours 
without  suffering  a  noticeable  weakening  both  in  germinating 
energy  and  germinating  capacity.  20  hours  at  18 — 20°  had  ac- 
cordingly to  be  considered   as  the  normal  duration  of  steeping. 

600  gr.  of  air-dry  barley,  after  a  20  hours'  steeping  at  18  — 
20°,  were  placed  in  a  germinating  apparatus  and  made  to  ger- 
minate with  excess  of  air,  without  access  to  the  light,  at  14^ 
and  under  normal  conditions  of  moisture.  Samples  were  taken 
at  the  end  of  4.  7  and  10  days  germination.  They  were  kiln- 
dried,  powdered  and  analysed  in  exactly  the  same  manner  as 
the  samples  previously  mentioned.  The  germination  appeared  to 
go  on  in  the  normal  manner.  The  analytical  results  are  given 
in  Table  XXXII,  and  the  figures  calculated  in  Table  XXXIII. 

IX  Series  of  Experiments.  In  this  series  I  used  four 
samples  of  two-rowed  and  two  samples  of  six-rowed  barley,  all 
of  them  of  the  harvest  1907.  All  six  samples  were  Pedigree  cul- 
tures from  Sveriges  Utsadesforening  at  Svalof.  As  remarked 
above,  it  was  a  very  wet  and  cold  summer,  and  as,  moreover, 
the  harvesting  conditions  were  rather  unfavorable  for  these 
samples,  it  is  not  to  be  wondered  at  that  almost  all  of  them 
showed  rather  unsatisfactory  steeping  conditions. 

As  will  be  seen  by  Table  LVIII,  p.  286,  the  Princess  barley 
supported  only  an  about  6  hours',  the  Chevallier  barley  6 — 20 
hours',  the  Gute  barley  about  20  hours',  the  Swan's  neck  barley 
about  24  hours',  and  the  two  six-rowed  samples  each  about  48 
hours'  steeping  at  18 — 20°  with  distilled  water.  In  accordance 
with  these  results,  germination  experiments  were  made  on  the 
above  six  samples  or  sorts  of  barle}'  after  6,  6  and  20,  20,  20, 
48  and  48  hours'  steeping. 

All  the  germinations  were  effected  in  the  usual  manner  with 
excess  of  air,  without  access  to  the  light,  at  a  constant  tempera- 
ture of  14^  and  with  normal  conditions  of  moisture.  The  two- 
rowed  samples  were  all  induced  to  germinate  in  10  da\s,  whereas 
the  six-rowed  samples    were    made  to  germinate  in  oiiK    8  da\s. 
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Samples  were  taken  only  at  the  end  of  the  germinations;  they 
were  kiln-dried,  powdered  and  analysed  in  the  usual  manner. 
The  two  six-rowed  samples  showed  over-germination  phenomena 
already  after  8  days'  germination  (a  greater  or  smaller  number 
of  hussars).  The  analytical  results  are  set  forth  in  Table  XXXIV, 
the  figures  calculated  in  Table  XXXV. 

As  the  germination  experiment  on  Chevallier  barley,  after 
20  hours'  steeping,  took  a  still  more  abnormal  course  than  that 
undertaken  after  6  hours'  steeping,  the  former  experiment  has 
been  omitted  in  the  tables. 

X  Series  of  Experiments.  In  these  I  used  four  different 
sorts  of  two-rowed  barley  of  the  harvest  1908.  All  four  samples 
were  Pedigree  cultures  from  the  Utsadesforening  at  Svalof .  The 
development  and  ripening  had  been  almost,  or  even  entirely, 
normal,  whereas  the  harvest  conditions  were  not  quite  favorable, 
in  consequence  of  the  weather  being  rather  changeable  from  the 
middle  of  August.  The  vital  powers,  however,  had  not  suffered 
to  such  an  extent  as  to  render  it  probable  that  the  samples  would 
show  abnormal  germination  conditions.  As  appears  from  Table 
LVIII,  p.  286,  all  four  samples  show  good  and  fairly  normal 
steeping  conditions,  the  normal  steeping  time  for  all  the  samples 
amounting  to  48  hours. 

After  48  hours'  steeping  all  four  samples  were  made  to  ger- 
minate in  the  usual  manner  with  excess  of  air,  under  normal 
conditions  of  moisture,  without  access  of  the  light  and  at  a  con- 
stant temperature  of  14^.  In  order  to  make  sure  that  the  ger- 
mination would  in  no  case  arrive  at  the  stage  of  over-germina- 
tion, it  was  arrested  as  soon  as  the  plumule  had  reached  Vs  or 
^/4  of  the  length  of  the  corn  (8  to  9  days'  germination).  In  these 
experiments  we  must  therefore  admit  the  possibility  that  the 
transformations  have  not  been  altogether  brought  to  an  end,  but 
that  we  really  ought  to  have  continued  the  germination  i  or  2 
days  longer  in  order  to  arrive  at  a  finished  transformatinn.  As 
mentioned  above,  however,  our  intention  was  to  guard  against  a 
prolongation  of  germination   into  the  stage  of  over- germinal  ion. 

Samples  were  taken  only  at  the  end  of  germination,  and 
they  were  kiln-dried,  powdered  and  analysed  as  usually.  The 
analytical  results  are  summarised  in  Table  XXXVI,  and  the  figures 
calculated  in  Table   X.XXVII. 
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Ki  In- drying. 

In  the  following  kiln-drying  experiments  I  used  exclusively 
samples  of  ready-germinated  malt  from  the  malt-houses  of  the 
Carlsberg  breweries. 

The  samples  were  kiln-dried  24  hours  on  the  uppermost  flat 
of  the  brewery-kilns.  In  this  drying  process  the  temperature  did 
not  exceed  45 ",  which  maximum  temperature  was  maintained 
constant  for  one  hour. 

The  samples  thus  dried  were  at  once  freed  from  rootlets, 
broken  corns,  impurities  etc.,  and  were  then  made  use  of  in  the 
kiln-drying  experiments.  All  the  malt  samples  employed  were 
derived  from  two-rowed  barley  of  the  harvest  1907,  but  they 
were  not  all  from  the  same  piece  of  malt.  The  method  of  ana- 
lysis was  the  same  as  that  used  in  the  case  of  the  germinating 
samples;  the  mashing  method,  however,  was  exclusively  employed. 

XI  Series  of  Experiments.  Influence  of  temperature  on 
the  transformations  taking  place  in  kiln-drying. 

a)  After  being  dried  in  the  kiln  of  the  brewery  malting- 
house  and  cleaned  from  rootlets  etc.,  the  malt  contained  8.03 
per  cent  of  water.  In  each  experiment  I  used  about  115  gr. 
One  of  these  samples  was  examined  without  any  further  kiln- 
drying,  whereas  the  other  samples  were  dried  for  four  hours  with 
excess  of  air,  with  constant  moisture  (in  the  primary  material), 
but  at  difierent  temperatures.  In  these  experiments  the  experi- 
mental kilns  described  above  were  employed.  The  kiln  was 
loaded  at  10^/2  o'clock  in  the  morning,  and  the  drying  process 
ended  at  2^/2  afternoon.  The  following  table  shows  the  tempe- 
ratures measured  just  above  the  malt-layer:   — 

TABLE  XXXVIII. 


Hours 


II 


III 


IV 


VI 

VII 

9.» 

99  0 

78 

87 

81 

92 

85 

97 

88 

100 

90 

99 

91 

99 

91 

99 

91 

100 

91 

100 

VIII 


10V2  morning  (The  kiln  unloaded) 
10V4  (The  kiln   loaded    loV?     .    ■ 

II 

11V2 

12   noon    

I2V2 

I 

I'/l! 

2 

2'/s  afternoon         


51' 
46 

49 
51 
51 
51 
51 
51 
51 
51 


60  0 

54 

57 

58 

58 

58 

60 

60 

60 

60 


68.50 

61 

64 

67 

68.5 

69 

69 

69 

69 

69 


79" 
69 

73 
74 
74 
77 
78 
79 
79 
79 


109" 
95 

lOI 

105 

105 
108 
no 
III 
no 
no 
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The  analytical  figures  are  set  forth  in  Table  XXXIX,  and 
the  results  calculated  from  them  in  Table  XL. 

b)  The  malt-sample  employed  in  this  experiment  was  malted 
a  little  more  vigorously  than  the  one  used  in  experiment  (a). 
After  previous  kilning  and  cleaning,  the  sample  contained  7.2 
per  cent  of  water.  With  this  sample  a  kiln-drying  experiment 
was  made  in  exactly  the  same  manner  as  described  above.  The 
kilning  time  was  four  hours,  and  the  temperatures  60*^,  80°,  93*^ 
and   105",  respectively. 

The  analytical  figures  are  given  in  Table  XLI,  and  the  re- 
sults calculated  from  them  in  Table  XLII. 

XII  Series  of  Experiments.  Influence  of  time  on  the 
transformations  taking  place  in  kiln-drying. 

a)  500  gr.  of  malt  previously  kiln-dried  and  cleaned,  con- 
taining 7.2  per  cent  of  water,  were  placed  in  one  of  the  experi- 
mental kilns  and  dried  with  excess  of  air.  After  3,  5  and  8 
hours,  the  temperature  in  the  kiln  was  read,  and  samples  were 
taken,  the  malt  being  previously  mixed  up  well  in  the  kiln  itself. 
As  will  be  seen  from  Tables  XLIII  and  XLIV,  I  did  not  succeed 
in  maintaining  a  constant  temperature  during  the  whole  course 
of  the  experiment;  it  rose  from  hour  to  hour  (in  all  9^),  in  pro- 
portion as  the  water  content  of  the  malt  decreased  more  and 
more.  Before  being  charged,  the  kiln  was  adjusted  in  such  a 
manner  that  the  temperature  oscillated  only  between  87''  and  90°. 
The  analytical  data  are  set  forth  in  Table  XLIII,  and  the  results 
calculated  in  Table  XLIV. 

b)  4X  115  gr.  of  previously  kilned  and  cleaned  malt,  con- 
taining 7.6  per  cent  of  water,  were  weighed  out  into  four  powder- 
glasses,  which  were  then  closed  with  tight-fitting  glass  stoppers. 
The  powder- glasses  had  previously  been  heated  in  a  common 
hot  air  bath  up  to  80*^,  and  after  the  malt  had  been  filled  in, 
they  were  closed  and  again  placed  in  the  hot  air  bath  and  heated 
up  to  80"  for  1 ,  2,  3  and  4  hours.  Thus,  the  drying  process 
was  carried  on  without  renewal  of  the  air,  at  a  constant  tem- 
perature, with  a  constant  amount  of  moisture,  but  during  varying 
periods.  The  analytical  figures  are  given  in  lablc  XLV,  and 
the  results  calculated  in  Table  XLVI. 

XIII  Series  of  Experiments.  Influence  of  moisture  on 
the  transformations  taking  place  during  kiln-dr\ing. 

In  these  experiments  I  used  a  sample  of  previously  kiln-dried 
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and  cleaned  malt  with  7.3  per  cent  of  water.  Four  experiments 
were  made,  nameh'  (I)  without  kiln-drying;  (II)  drying  with  5.4 
per  cent  of  water;  (III)  drying  with  7.3  per  cent  of  water,  and 
(IV)  drying  with  18.4  per  cent  of  water.  For  each  experiment 
150  gr.  of  malt  were  weighed  off  (with  "] .^  per  cent  of  water;. 
Sample  II  was  dried  for  three  days  over  concentrated  sulphuric 
acid  at  9°  (in  an  ice-safe).  Sample  III  was  used  as  it  was,  and 
sample  IV,  after  spraying  25  cc.  of  distilled  water  on  it  by  means 
of  a  pulverisator,  was  placed  for  two  days  in  an  ice-safe.  Before 
the  samples  were  brought  to  the  kiln,  the  amount  of  water  was 
determined  in  the  usual  way. 

Samples  II,  III  and  IV  were  dried  in  the  experimental  kilns 
with  excess  of  air,  for  four  hours  and  at  a  temperature  averaging 
80".  The  following  table  shows  that  it  was  not  possible  to  main- 
tain exactly  the  same  rise  of  temperature  in  all  three  kilning 
experiments;  it  will  also  be  seen,  however,  that  the  discrepancies 
can  hardly  have  had  any  appreciable  bearing   upon  the  results. 


TABLE  XLVIl 

Hours 

II 

III 

IV 

10^/2  morning 
II 

(The  kiln  unloaded) 

80  0 

75 

77 

79 

82 

80 

80.5 

82 

800 
76 

82 
82 
81 
81 

80" 

73-5 

74 

76 

80 

I1V2 • 

12   noon    

I 

lV2 

81 

2 

82.5 
82 

2V2 

Average 

79-4 

80.3 

78.6 

The  analytical  figures  are  contained  in  Table  XLX'III,  and 
the  results  calculated  in  Table  XLIX. 

XIV  Series  of  Experiments.  Influence  of  air- renewal 
on  the  transformations  occurring  in   kiln-drying. 

The  experiment  was  made  on  a  sample  of  previously  kilned 
and  cleaned  malt,  containing  7.6  per  cent  of  water. 

The  kiln-drying  processes  were  made  at  63 '^  for  three  hours, 
with  supply  of  0.5,  1.5  and  lo.o  1.  of  air  per  hour,  and  with 
excess  of  air.  AH  four  samples  contained  equal  amounts  of  water; 
only  the  supply  of  air  was  different. 
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As  regards  the  manner  in  which  the  supply  of  air  was  re- 
gulated, I  refer  to  the  previous  description  of  the  experimental 
kiln  and  its  use.  In  each  experiment  115  gr.  of  malt  were  em- 
ployed. The  analytical  figures  are  to  be  found  in  Table  L,  and 
the  results  calculated  in  Table  LI. 

The  Storage  of  Malt. 

The  storage  experiments  were  made  on  different  ready- 
malted  samples  of  malt  as  used  in  the  brewing  of  Lager-beer,  and 
of  others  employed  for  Pilsen-beer.  They  had  all  been  malted 
and  kiln-dried  in  the  usual  way  in  the  Carlsberg  breweries.  The 
storage  was  effected  in  open  glass  cases,  which  were  loosely 
covered  with  one  layer  of  filter-paper. 

The  samples  were  left  to  stand  in  a  cupboard  in  the  labo- 
ratory at  a  temperature  which  oscillated  between  14*'  and  20*^ 
throughout  the  year.  Light  was  entirely  shut  out  during  the 
storage,  and  the  samples  were  stirred  up  at  least  once  a  month. 
The  samples  taken,  100  gr.  each,  were  powdered  and  analysed 
in  the  usual  way  according  to  the  mashing  method.  As  all  the 
storage  experiments  gave  fully  concordant  results,  I  will  not  weary 
the  reader  with  the  many  numbers,  but  confine  myself  to  setting 
forth  the  experiment  where  the  storage  extended  over  the  greatest 
length  of  time. 

XV  Series  of  Experiments.  The  experimental  object 
was  malt  for  Pilsen  -  beer.  It  had  been  prepared  from  Danish 
two-rowed  barley  of  the  harvest  1907  and  was  ultimately  kilned 
at  yo^.  The  analytical  figures  are  given  in  Table  LII,  and  the 
results  calculated  in  Table  LIII. 

6.    Interpretation  of  the  Principal  Experiments. 

A.  Some  remarks  on  Albumins  I  and  II  and  on  the 
transformation    of  proteids    during  malting  in  general. 

Before  going  on  to  judge  of  the  experimental  material  under 
consideration,  I  will  adduce  a  few  preliminary  remarks,  although 
they  should  rather  be  placed  towards  the  end  of  this  work,  since 
they  are,  at  least  partially,  derived  from  the  experiments  dealt 
with  in  this  section.  The  reason  wh\'  I  propose  to  set  them 
forth  here  is,  that  the  description  is  thereby  simplified  and  com- 
prehension  faiilitated  to  the  reader. 
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Seeing  that  it  is  the  excellent  researches  of  Th.  B.  Osborne 
on  the  proteid  matters  in  barley  and  malt  which  for  the  present 
form  the  foundation  of  our  knowledge  of  the  question  in  hand, 
it  will  be  realised  that  I  have  been  anxious  to  find  out  the  re- 
lation existing  between  the  soluble  albumins  discovered  in  barley 
and  malt  by  Osborne  and  those  found  by  myself. 

According  to  Osborne^),  barley  contains  two  real  albumins 
soluble  in  water  or  neutral  salt  solutions,  namely  leucosin  and 
edestin.  The  former,  he  says,  is  soluble  both  in  water  and  in 
neutral  salt  solutions,  whilst  the  latter  is  soluble  only  in  neutral 
salt  solutions.  In  reality,  however,  the  case  is  somewhat  more 
complex,  since  it  has  been  shown  later  by  Osborne^)  that  part 
of  the  edestin  can  be  extracted  out  of  barley  meal  by  means  of 
distilled  water.  Osborne  furnishes  evidence  to  prove  that  this 
quantity  of  edestin  must  be  present  in  the  form  of  salts.  The 
edestin  may  also  be  partially  converted  into  a  form  insoluble  in 
neutral  salt  solutions,  which  form  is  called  by  Osborne  edestan. 
Besides  these,  the  barley -grain  contains,  on  the  one  hand,  a 
proteid  substance,  called  "hordein",  which  is  insoluble  in  salt 
solutions  and  water,  but  soluble  in  alcohol  (75  per  cent  by  vo- 
lume), and,  on  the  other,  several  proteids  which  are  completely 
insoluble.  There  are  also  smaller  quantities  of  various  proteid 
decomposition  products,  classed  together  by  Osborne  under  the 
common  denomination  "proteoses",  which  are  soluble  both  in 
neutral  salt  solutions^)   and  in  distilled  water. 

My  own  researches^)  have  likewise  shown  that  barley  con- 
tains two  real,  water-soluble  albumins,  which  —  in  order  to  not 
forestall  anything  —  I  have  designated  as  Albumin  I  and  Albu- 
min II,  without  any  intention,  however,  of  implying  more  than 
the  fact  that  both  individuals  or  groups  of  individuals  may  be 
regarded  as  real  Albumins,  albeit  they  possess  somewhat  diver- 
gent properties. 

*i  Report.  Conn.  Agricult.  Experiment,  Station  1894,  p.  165,  or  V.  Griess- 
mayer:  Die  Proteide,   1897,  p.  149. 

')  Report  Conn.  Agricult.  Experiment.  Station  1896,  p.  369;  1900,  p.  388  and 
399,  or  Zeitschr.  f.  physiol.  Ch.  33,  225  and  240  (1901).  —  A  complete  ac- 
count was  given  by  W.  Osljorne  in  a  paper  read  before  the  Amer.  Chem. 
Soc.  —  see  Amer.  Hrew.  Rev.  22,  592  (1908);  Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw. 
32,   87  (1909)  and  Wochenschr.   f.  Hrauer.  26,   21   (1909). 

")  Those  used  are   10  ])er  cent  solutions  of  common  salt. 

*l   Compt.   rend.   d.    travaux  du   I.aboral.   de  Carlsberg  6,   229  (1906). 
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In  regard  to  the  proteids  of  milk,  I  have  shown  jears  ago^) 
that  Albumin  I  is  identical  with  casein,  whereas  Albumin  II  com- 
prehends the  two  individuals  lactalbumin  and  lactglobulin.  It 
was  something  like  this  which  1  intended  to  prove  with  regard 
to  the  albumins  of  barley  and  malt. 

Barley  always  contains  fairly  considerable  quantities  of  both 
albumins;  but  when  it  is  malted,  the  amount  of  the  one  (Albu- 
min I)  generally  increases,  whilst  the  other  (Albumin  II)  decreases, 
or  even  entirely  disappears.  Seeing  that,  according  to  Osborne, 
malt  contains  very  little,  if  any,  edestin,  it  follows,  1  think,  that 
my  Albumin  I  must  be  supposed  to  be  identical  with  the  leu- 
cosin  of  Osborne,  and  Albumin  II  with  his  edestin. 

By  preparation  of  the  proteid  in  question  Osborne  has 
found,  for  the  quantitative  occurrence  of  the  various  proteid 
groups  in  barley  meal,  values  which  fairl}'  coincide  with  those 
found  analytically  by  me.  For  two  reasons  I  will  not,  however, 
make  such  a  numeric  comparison.  First,  because  the  modes  of 
working  are  essentially  different:  —  Osborne  makes  an  extrac- 
tion with  a  10  per  cent  solution  of  common  salt,  and  he  coagu- 
lates out  the  leucosin  by  boiling,  whereas  I  extract  by  means 
of  distilled  water  and  precipitate  the  various  proteid  groups  by 
my  own  precipitation  method.  Osborne  doubtless  succeeds  in 
getting  the  edestin  entirely  extracted,  but  the  leucosin  only 
partially  precipitated;  for  mj-  part,  I  get,  so  to  say,  no  more 
edestin  extracted  than  corresponds  to  the  present  amount  of 
edestin  salts;  but,  in  return,  I  get  the  whole  amount  of  leucosin 
precipitated  (by  means  of  stannous  chloride).  In  consequence, 
Osborne  must  necessarily  find  lower  figures  in  the  case  of  leu- 
cosin, and  higher  figures  in  that  of  edestin,  than  those  arrived 
at  by  me.  Moreover,  such  a  comparison  does  not  signify  if  it 
does  not  relate  to  one  and  the  same  barley.  In  fact,  it  is  evident 
from  what  Avas  said  in  the  first  Section  of  the  present  work^), 
that  different  barleys  may  contain  different  quantities  of  leucosin. 

With  a  view  to  conclusively  establishing  the  identity  of  my 
Albumin  I  with  the  leucosin  of  Osborne,  I  prepared  by  the 
usual  method  a  clear  toluene-water  extract  of  powdered  barley. 
This    extract    was    divided    into    three    parts,    of  which  N    I   was 


1'   Zeitschr.  f.  anal.  Ch.  36,   659  (1897). 

')  Compt.    rend.   d.   travaux  du   I.aborat.   de  C^arlsberg  6,    294  (1906). 
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immediately  analysed  by  my  precipitation  method.  N°  II  was 
weighed  off  into  a  capacious  flask,  heated  in  a  water-bath  up 
to  85 '^  and  kept  at  this  temperature  for  half  an  hour.  After 
cooling,  the  very  turbid  liquid  was  made  up  to  its  original  weight 
with  distilled  water,  and  then  filtered  quite  clear  through  two 
layers  of  dry  filter  paper.  The  filtrate  was  likewise  analysed  at 
once  by  my  precipitation  method.  N'  lit  was  weighed  off  in  a 
flask,  boiled  over  a  weak  gas-burner  for  a  quarter  of  an  hour, 
and  then  subjected  to  the  same  treatment  as  N°  II.  The  results 
af  these  three  experiments    are  set  forth  in  the  following  table. 


TABLE 

I.IV. 

1000  cc.   of  solution  contain 
—  gr.  of  nitrogen  in  the  form  of 

No  I 

No  II 
(85  0) 

No  III 
(100  0) 

Albumin  1 

Albumin  II 

Denucle'in 

0.039 

O.OI  I 

0.014 
0.000 
0.009 

0.039 

0.014 

O.OI  I 

0.014 
0.000 
0.009 

0.039 

0.014 

O.OI  I 

0.014 
0.000 
0.006 
0.042 

Proteose  

Peptone  

Ammonia,   Amine-Amid 

Sum  .    .   . 

O.II2 

0.089 

0.087 

Analytical  errors  .   .   . 

0.003 

Already  after  half  an  hour's  heating  up  to  85^,  64  per  cent 
of  the  total  amount  of  Albumin  I  has  been  separated  by  coagu- 
lation, and  after  fifteen  minutes'  boiling  (100")  the  amount  of 
Albumin  II  which  has  coagulated  is  so  trifling  as  not  to  be 
traceable  by  the  quantitative  analysis.  These  facts,  I  believe,  are 
sufficient  to  demonstrate  that  Albumin  I  is  identical  with  leu- 
cosin  and  Albumin  II  with  edestin,  at  all  events  as  far  as  barley 
is  concerned.  It  might  perhaps  be  objected  that,  in  reality, 
these  figures  only  prove  64  per  cent  of  the  actual  amount  of 
Albumin  I  to  be  identical  with  leucosin,  whereas  the  remaining 
36  per  cent  is  to  be  considered  as  an  independent,  not  coagulable 
proteid.  It  cannot  be  denied  that  this  is  possible;  but,  on  the 
other  hand,  there  is  no  certainty  that  it  is  so,  particularly  if  the 
circumstance  be  duly  taken  into  consideration  that,  in  order  to 
cause  a  coagulable  proteid   to  coagulate  with  qu;nititative  exact- 

i8* 
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ness,  it  is  necessary  to  provide  certain  favorable  conditions  in 
respect  of  concentration,  amount  of  salt,  acidity,  duration  of 
heating,  temperature  etc..  and  all  these  conditions  are  not  easily 
attainable,  and  have  certainly  not  been  fulfilled  in  the  instance 
before  us;  moreover,  even  if  they  are  realised,  a  complete  coa- 
gulation may  not  be  practicable.  If,  however,  the  interpretation 
referred  to  is  insisted  upon,  it  must  necessarily  be  assumed  that 
the  barley-grain  contains  three  water-soluble  "real  albumins",  namely 
leucosin  (coagulable),  a  non-coagulable  proteid  (both  of  these  pre- 
cipitable  by  stannous  chloride),  and  edestin  (not  precipitable  by 
stannous  chloride).  But  this  assumption  is  at  variance  with  Os- 
borne's observations,  which  we  have  no  cogent  reason  to  reject. 
I  do  not,  however,  pretend  to  assert  that  what  J  call  Albumin  I 
and  Albumin  II  represent  definite  chemical  individuals  —  I  am 
even  convinced  that  in  many  cases  (for  instance  milk)  they  do 
not  — ;  but  I  believe  that,  as  far  as  the  water-soluble  proteids 
of  barley  are  concerned,  it  has  been  irrefutably  established  that 
there  is  a  perfect  accord  between  Osborne's  observations  and 
mine;  we  only  use  different  denominations  for  the  same  proteid 
groups  or  individuals. 

We  now  proceed  to  inquire  into  the  water-soluble  albumins 
of  malt,  apart  from  its  proteid  decomposition  products  (proteoses, 
peptones,  etc). 

According  to  Osborne's^)  investigations,  malt  also  contains 
two  water-soluble  albumins,  namely  leucosin  and  b^^nedestin. 
Ihe  coagulating  temperature  of  the  leucosin  of  malt  is  a  few 
degrees  higher  than  that  of  the  leucosin  of  barley,  namely  58*^, 
whereas  bynedestin  coagulates  much  more  readily  than  edestin, 
namely  at  85  ^.  Further,  it  is  to  be  observed  here  that,  accord- 
ing to  Osborne,  malt  does  not  contain  any  edestin  at  all. 
Now,  since  bynedestin  is  of  a  globulin-like  character,  just  as 
edestin,  it  seems  to  be  an  obvious  conclusion  that,  in  the  course 
of  the  malting  process,  edestin  is  transformed  into  bynedestin, 
which  —  seeing  that  it  is  a  question  of  demolition  processes  — 
must  be  supposed  to  have  a  lower  molecule  number  than  edestin. 

In  order  to  find  out  the  relation  existing  between  the  malt- 
leucosin  and  bynedestin  of  Osborne,  on  the  one  hand,  and,  on 


^)  Report.  Conn.  Agricult.  Experiment  Station,    1895,    p.  239;   or    V'.    Griess- 
mayer:  Die  Proteide,    1897,   S.  174. 
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the  other,  my  own  Albumins  I  and  II,  I  undertook  an  experi- 
ment on  a  clear  toluene-water  extract  of  finely  ground  malt,  by 
exactly  the  same  method  as  in  the  case  of  finely  ground  barley. 
N°  I  represents  the  toluene-water  extract  itself,  N "  II  the  toluene- 
water  solution  heated  in  a  water  bath  up  to  58 — 59*^  for  thirty 
minutes  and  filtered  clear  through  two  layers  of  dry  filter- paper, 
and  N"  III  the  toluene-water  solution  heated  in  the  water  bath 
up  to  85  °  for  the  same  length  of  time,  and  so  on.  The  following 
table  summarises  the  results :  — 


TABLE  LV. 


1000  cc.   of  solution 

contain  —  gr.  of  nitrogen 

in  the  form  of 

No  I 

No  II 
(58-59°) 

NO  III 
85  « 

Albumin  I 

Albumin  II 

Denuclein 

Proteose  

0.076 

O.OII 

0.028 

O.OII 

0.017 

0.143 

0.064 
0.015 
0.025 
0.008 
0.022 
0.149 

0.036 
0.006 
0.028 
0  01 1 

Peptone  

Ammonia,  Amine-Amid 

O.OII 

0.143 

Sum 

0.286 

0.283 

0.235 

Analytical   errors    .    . 

0.003 

The  fact  that  at  58*^  about  16  per  cent  of  Albumin  I  has 
disappeared^),  but  no  Albumin  II,  while  at  85°  about  53  per 
cent  of  Albumin  I  and  about  45  per  cent  of  Albumin  II  have 
coagulated,  shows  plainly  enough  that  Albumin  I  is  identical 
with  malt-leucosin,  and  Albumin  II  with  bynedestin.  —  The  other 
discrepancies  —  which  are  irrelevant  to  the  question  under  con- 
sideration —  are  attributable  partly  to  analytical  errors  and  partly 
to  proteolytic  scissions. 

The  answer  to  the  above  question  will  therefore  be  as  fol- 
lows: Albumin  I  is  identical  with  leucosin,  whether  the 
latter  be  derived  from  barley  or  malt;  Albumin  II  is  identi- 
cal with  e (lest  in  (of  barley)  and  bynedestin  (of  malt).  Con- 
sequently,  if  edestin,  edestin  salts  and  bynedestin  occur  together, 


*)  Not    the    whole    amount    lias    coagulated ;    a    part    has    obviously    undergone 
proteolysis. 
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their    total    amount   is    determined    b\'   my   precipitation    method 
under  the  designation  Albumin  II 

By  means  of  Osborne's  statements  regarding  the  barley 
—  and  malt  —  proteids  soluble  in  water  and  alcohol,  we  arrive 
at  the  following  summary  of  the  proteid  transformations  taking 
place  in  the  malting  process:   — 

Barley  Malt 

36.3  percent  —    hordein  —  converted  into  —  bynin    —  15.9  per  cent 

2."/         »       —    leucosin increases] 

o                         (edestin — conv.  into  —  bvnedestin    — ^s.6        » 
18. 1         »       —  -  ^^ 

(proteoses increase) 

42.9        »       —    insol.  proteid insol.  proteid   —  48.5         » 

The  numbers  give  the  percentage  of  proteid  matter  con- 
tained in  barley  and  malt  respectively. 

In  making  this  comparison  it  is  to  be  remembered  that  the 
malt  sample  to  which  our  calculations  refer  was  probably  not 
prepared  from  the  barley  sample  used  for  comparison.  It  is 
almost  certain  that  it  was  not. 

Furthermore,  the  above  summary  goes  evidently  to  show  that 
the  really  insoluble  proteid  bodies  of  the  barley-grain  do  not  undergo 
any  modification  during  the  malting  process,  at  all  events  not  to 
any  such  extent  as  to  be  of  any  consequence  in  the  manufacture 
of  beer;  in  the  main  it  is  the  hordem  which  is  affected  and  de- 
composed. Further,  it  appears  from  Osborne  s  researches  that 
the  amounts  of  leucosin  nnd  proteoses  ^)  increase  during  malting, 
and  that  edestin  altogether  disappears  in  consequence  of  a  new 
globulin,  "bynedestin",  coming  into  existence.  The  fact  that  the 
insoluble  proteids  are  so  slightl}'  acted  upon  b}'  diluted  caustic 
potash,  also  goes  to  show  that  they  are  very  resistent,  and  there- 
fore possibly  do  not  undergo  any  alteration  during  malting. 

In  order  to  understand  the  proteid  transformation  going  on 
in  the  course  of  malting,  it  is  evidently  important  to  know 
whether  we  may  take  it  for  granted  at  the  outset  that  the  inso- 
luble proteid  substances  of  the  barley  -  grain  do  not  suffer  any 
change  during  the  process,  or,  at  any  rate,  are  not  converted 
into  water-soluble  proteid  individuals.     With    the    view   of  eluci- 


'     What  Osborne  calls   "Proteose"   is  identical  with  the  sum  of  my  individuals 
or  groups:   Denuclein,    proteose,   peptone  and   ammonia,   amine-amid. 
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dating  this  question  I  thought  it  necessary  to  institute  experi- 
ments in  such  a  way  that  a  positive  answer  might  be  expected, 
and  for  this  purpose  I  examined  barley  and  the  malt  prepared 
from  it  on  the  following  lines:   — 

Corn  weight,  amount  of  water  and  total  amount  of  nitrogen 
were  estimated  by  the  usual  methods.  25  gr.  of  the  finely  ground 
sample  were  then  weighed  off  into  a  capacious  beaker  and, 
whilst  frequently  stirring  during  about  40  hours,  repeatedly  ex- 
tracted with  several  portions  of  a  lo  per  cent  solution  of  common 
salt  at  7°  to  10^.  After  each  extraction  the  barley  rest  was 
washed  some  times  with  a  solution  of  common  salt  upon  a 
suitable  Nutsch-filter.  In  this  solution  the  total  amount  of  nitrogen 
was  estimated  by  Kjeldahl's  method.  The  barley  remainder 
completely  extracted  by  means  of  the  salt  solution  was,  exactly 
in  the  same  manner,  extracted  with  alcohol  (containing  75  per 
cent  by  volume).  In  the  alcoholic  extract  the  total  amount  of 
nitrogen  was  likewise  estimated  by  Kjeldahl's  method.  By 
simple  calculations  it  may,  from  the  results  of  these  analyses, 
easily  be  found  out  how  many  gr.  of  nitrogen  are  contained  in 
I0,C00  grains  in  the  form  of  compounds  (a)  soluble  in  water, 
(b)  soluble  in  alcohol  (hordein),  and  (c)  altogether  insoluble.  The 
experimental  results  may  be  summarised  as  follows:  — 

Barley  10,000  grains  contain  Malt  from 

6-rowed — 2-ro\ved  gr.   of   nitrogen   in   the  form  of  6-ro\ved — 2-rowed 

barley 

1.58  — 1.61   —      combinations  soluble  in  water  —  3.32 — 2.84 

1.09 — 0.98  —     combinations  soluble  in  alcohol  —  0.56 — 0.58 

(hordein) 

3.25  —  3.49  —  insoluble  combinations  —   1.46 — 1.90 


5.92—6.08  —  Sum  —  5.34—3.32 

We  have  here  several  series  of  figures  which  may  be  com- 
pared with  one  another,  the  malt  being  prepared  from  the  very 
same  lot  of  barley  as  that  used  for  comparison  The  results 
show  that  about  one  half  of  the  hordein  is  transformed 
(split  up),  and  that  one  half  of  the  insoluble  proteids 
is  equally  decomposed  to  such  an  extent  during  malt- 
ing as  to  become  converted  into  compounds  soluble 
in  water. 
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From  what  precedes  it  appears  that  proteid  transformation 
during  malting  may  be  summed  up  as  follows:  — 

(i)  The  insoluble  proteid  matters  existing  in  the  barley  grain 
undergo  very  considerable  transformation  during  malting,  resulting 
in  water-soluble  proteid  combinations  or  proteid  decomposition 
products. 

(2)  Hordein  is  transformed  entirely  or  partially  into  a  new 
proteid  substance  (bynin)  having  much  in  common  with  the  hor- 
dein itself,  but  of  a  less  complex  structure.  Bynin,  in  its  turn, 
is  converted,  in  whole  or  in  part,  into  water-soluble  proteid  com- 
pounds or  proteid  decomposition  products. 

(3)  Edestin  is  converted,  as  a  whole  or  partially,  into  a  new 
globulin  (bynedestin),  which  in  turn  is  further  decomposed,  wholly 
or  in  part. 

(4)  According  to  the  theorems  (l),  (2)  and  (3),  the  amount 
of  leucosin  generally  increases  during  malting,  while  the  amount 
of  proteose  always  does. 

A  more  thorough  comprehension  of  the  whole  of  this  chain 
of  transformations  may  be  obtained  by  the  help  of  the  following 
table  (LVI),  which  summarises  the  results  of  several  germination 
experiments  exhibiting  partly  normal  and  partly  abnormal  trans- 
formations. These  experiments  were  all  of  them  made  on  one 
and  the  same  sample  of  barley  and,  accordingly,  are  directly 
comparable.  Later  on  we  shall  have  to  deal  in  greater  detail 
with  these  and  several  other  experiments  of  a  similar  nature. 

These  four  series  of  figures  give  us  a  summary  view  of 
some  of  the  variations  to  which  proteid  transformation  may  be 
subject  in  the  course  of  germination. 

If  first  we  compare  with  each  other  the  two  series  N  and 
P  +  T,  we  observe  at  once  a  marked  difference  between  the  ex- 
periments I  and  3  on  the  one  hand  and,  on  the  other,  experi- 
ments 2  and  4,  in  that  the  former  two  experiments  have  N  =  P 
-f  T,  whilst  the  latter  two  have  N  >  P  -f  T.  We  see  from  this 
that  in  the  course  of  malting  a  greater  quantity  of  nitrogen  can 
be  dissolved  than  that  corresponding  to  the  sum  of  the  proteo- 
lytic actions,  —  and  further,  that  when  the  malting  processes 
take  a  normal  course,  there  is  an  equilibrium  between  these  two 
actions,  or,  in  other  terms,  N  =  P  -|-  T.  But  we  cannot  draw  the 
converse  conclusion,  that  the  malting  processes  take  a  normal 
course    if  the    equilibrium    condition  N  —  P  4-  T  is  fulfilled;    the 
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reason  why  we  cannot  will    be    made    clear  by  the  inspection  of 
the  series  relating  to  the  Albumins  I  and  II. 

In  experiment  i  the  quantity  of  Albumin  II  decreases  in 
proportion  as  that  of  Albumin  I  increases;  that  is,  we  find  -r- An 
=  +  Aj.  In  experiment  3,  on  the  contrary,  the  amount  of  both 
albumins  remains  unaltered;  the  whole  conversion  appears  to  be 
=  o.  In  both  cases  the  sum  of  the  Albumins  I  and  II  remains 
constant. 

TABLE  LVI. 
The  figures  indicate  the  extent  of  transformation  in  O  to   lo  days'    germination. 


a 

N 

Ai 

An 

P 

T 

AH- An 

P+T 

Columns 

In   10,000  corns  is,   according  to  the 
mashing  method,   transformed 

No 

—  gr.  of  nitrogen  corresponding  to 

"  c 

Albumin 

0    c 

■s  0 
a.  a 

Sum 

I 

II 

Ai  +  An 

P+T 

Remarks 

I 
2 

3 
4 

0.1  J 
o./J 

o./s 

O.IO 

1.64 
1.42 

1.64 
1.42 

0.12 

0.05 

0.0 1 
0 

-ro.15 
0.05 

0.0 1 

O.IO 

0.54 
0.32 

0.46 
0.36 

113 
1. 00 

1. 16 
0.96 

-H).03 

O.IO 

0.02 

O.IO 

1.67 
1.32 

1.62 
1.32 

Normal  germination. 

Germinated    with    defi- 
ciency of  air. 

Germinated  in  sunlight. 

Over-steeping. 

Analytical 
errors 

0.05 

0.07 

All  numbers  without  signs  are  positive. 

If  N  >  P  +  T  (experiments  2  and  4),  the  quantity  of  Albu- 
mins I  and  II  always  increases,  since  either  both  or  only  one  of 
them  increases.  This  fact  that  Albumin  II  may  increase  during 
malting  without  Albumin  I  decreasing  at  the  same  time,  proves 
that  the  insoluble  proteids  and  hordein,  being  transformed  into 
water-soluble  proteids,  yield  bynedestin  or,  at  all  events,  a  pro- 
teid  which  exhibits  the  same  analytical  reaction  as  edestin  and 
bynedestin  (is  precipitated  in  the  same  way  as  Albumin  II). 

When  we  have  N  =  P  -)-  T,  we  always  find  Ai  +  An  =  o 
and    +  An  =  ^  Aj.     From   these   facts   it   may    be    inferred    that, 


^)  In  this  and  all  the  following  tables,  the  value  (a)  indicates  how  many 
grammes  of  nitrogen  are  found  in  10,000  steeped  corns  (primary  materini) 
in   the   form  of  .Ml)^!!!!!   II   (edestin   salt). 
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during  malting,  the  water-soluble  edestin  salts  in  the  barley-grain 
are  transformed  into  leucosin  Albumin  I),  or  conversely,  and  also 
that  the  water-soluble  proteids  to  which  the  transformation  or 
decomposition  of  hordein  and  insoluble  proteids  gives  rise  are 
further  transformed  into  proteoses,  a  transformation  which,  as  we 
shall  see  later  on,  must  be  assumed  to  pass  through  leucosin  or 
some  proteid  that  shows  the  same  analytical  reaction  as  leucosin 
{i.e,  that  is  precipitable  as  Albumin  I;.  The  fact  that  —  apart 
from  special  abnormal  conditions  —  the  amount  of  Albumin  I 
(leucosin)  is  not  diminished  during  malting,  even  if  that  process 
results  in  a  product  possessed  of  great  proteolytic  efficacy,  cer- 
tainly^ goes  to  show  that  this  proteid  is  very  resistent  towards 
peptic  and  tr)'ptic  decompositions^).  When  leucosin  (Albumin  I) 
is  diminished  during  malting,  we  shall  always  find  N  <C  P  -(-  T. 

All  the  above  observations  and  conclusions  are  summarised 
in  the  following  synopsis,  which  therefore  gives  a  general  view 
of  the  course  taken  by  all  the  proteid  transformations,  both  singly 
and  in  their  relations  to  one  another. 

It  will  be  seen  that  the  transformation  of  proteid  matters 
during  malting  consists  in  nine  different  transformation  or  de- 
composition processes,  the  direction  of  which  is  indicated  by  the 
arrows  a,  a',  a'',  a'^',  a"^',  a,  b,  ;'  and  6.  The  processes  a,  a', 
a",  a^ii  a^^,  y  and  h  are  quantitatively  the  main  transformations, 
whereas  a  and  b  can  never  have  a  higher  numerical  value  than 
that  corresponding  to  the  amount  of  edestin  salts  (Albumin  II) 
contained  in  the  primary  material  (the  steep  . 

Owing  to  the  mode  in  which  our  investigations  have  been 
carried  out,  we  cannot  expect  to  obtain  any  analytical  expres- 
sion for  the  individual   processes  a,  a\  a",  a'''  and  a'^,    whereas 


^)  When  the  albumin  dissolution  process  is  equal  to  the  proteolysis  (N  =  P  -j- 
T),  we  generally  find  that  the  sum  of  the  Albumins  I  and  II  decreases  in- 
considerably, always  by  values  less  than  the  analytical  error.  The  reason 
of  this  small  deviation  is  not  to  be  sought  in  a  wrong  conception  of  the 
facts,  but  is  simply  due  to  the  circumstance  that  the  molecule  of  leucosin 
contains  less  nitrogen  than  does  that  of  edestin  (see  the  researches  of  Os- 
borne). Whenever  edestin  or  edestin  salts  are  converted  into  leucosin,  the 
quantity  of  Ai-f-An  —  calculated  on  the  nitrogen  figures  —  must  neces- 
sarily be  found  to  decrease  a  little,  namely  by  the  value  corresponding  to 
the  conversiou  of  a  certain  amount  of  edestin  (containing  1 8.  lO  %  of  nitrogen) 
into  leucosin  (16.62  "/o  of  nitrogen).  The  conversion  must  be  supposed  to 
take  place  with  separation  of  amine  groups. 
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we  have  a  reliable  expression  for  the  sum  of  the  processes  a, 
a'f  and  a}"^,  namely  the  value  ji,  which  indicates  very  exactly 
how  large  an  amount  of  nitrogen  is  converted  from  insoluble  to 
soluble  in  water.  We  cannot  know  what  proteid  results  from  the 
process  /?,  which  represents  the  sum  of  the  three  processes  a, 
a"  and  a^^;  only  this  much  can  be  said  that  it  must  lead  to  a 
proteid  which,  analytically,  behaves  like  Albumin  II.  It  does  not 
appear  whether  we  are  in  presence  of  bynedestin  or  a  mixture 
of  several  proteid  individuals;  this  group  of  transformation  or  de- 
composition products  is  therefore  designated  by  y.  The  further 
transformation  of  y  leads  to  a  group  of  proteid  substances  which, 
analytically,  behave  like  Albumin  I,  and  for  which  I  use  the  de- 
signation Y.  If  Y  is  further  acted  upon,  the  result  will  be  peptic 
and  tryptic  decomposition  products  (process  d). 

SYNOPSIS  OF  PROTEID  TRANSFORMATION. 


Determined 
by  Schjer- 
ning's   Preci- 
pitation method 
in  the  form  of 


Albumin 
I 


Denuclein  + 
Proteose   + 
Peptone  + 
Ammonia  + 
Amine-Amid 


Nitrogen  in  the  form 

of 

;ompounds 

insoluble  in  water 

soluble  in  water 

Barley 

contains 

according  to 

Osborne 

insoluble  in 

soluble 
in  alcohol 
75  percent 

soluble  in 

alcohol   and 

neutral 
salt  solutions 

neutral  salt 

solutions 

lo  per  cent 

soluble   in   neutral  salt 
solutions    lo  per  cent 

Insoluble 
proteids 

H  0  r  d  e  i  n 

Edestin 

Ede- 
stin- 

Leu- 
cosin 

Proteoses 

salts 

1 

ai 

am 

a 

1 

; 

' 

Malt 
contains 

By 

lin 
all 

B  y  n  e  d  e  - 

1 

; 

c  osin' 

i ^v| 

.        y 

Prote 

J 

oses 

\ 

^  +  T) 

St 

in 
oiv 

8  =  {I 

t 

' 

' 

' 

' 

.(N) 


By  the  help  of  m\    precipitation  method  the  processes  a,  b, 
/^,  y  and  t)  may   be  followed,   in   whole  or  in  })arf,  from  one  stage 
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of  development  to  another,  and  if  our  synoptical  table  gives  an 
adequate  picture  of  the  real  state  of  things,  it  will  be  possible 
to  establish  by  way  of  experiment  the  correctness  of  those  five 
decomposition  processes.  In  this  respect  1  would  refer  my  readers 
to  the  conspectus  given  on  the  preceding  page,  as  also  to  Table 
LVI  (p.  273). 

An  inspection  of  the  synoptic  table  p.  275  will  show  at  once 
that  the  processes  a,  b,  /i,  y  and  <)  represent  the  numerical  values 
of  the  magnitude  of  the  transformation  within  a  given  space  of 
time,  that  is,  the  difference  between  the  amount  of  the  substance- 
groups  concerned  in  the  reaction  product  (after  4,  7,  10  or  12 
days'  germination)  and  its  amount  in  the  primary  material  (the 
steep).  For  the  following  interpretation  to  be  as  closely  as  pos- 
sible in  keeping  with  the  synopsis  of  decomposition,  I  have,  in 
Table  LVI  (p.  273)  and  the  following  tables  relating  to  the  ger- 
mination itself,  arranged  my  results  in  such  a  manner  as  to  ex- 
press the  numerical  values  of  the  various  transformations  within 
the  intervals  of  time  bounded  by  the  moments  when  the  samples 
were  taken  out  for  analysis.  In  other  words,  the  figures  con- 
tained in  the  tables  given  for  the  purposes  of  the  interpretation 
represent  throughout  the  extent  of  the  different  transformations 
at  the  end  of  4,  7,  10  and  12  days  after  the  commencement  of 
germination. 

If  we  wish  to  examine  what  possibilities  our  synopsis  of  de- 
composition admits  of  with  respect  to  the  course  taken  by  the 
various  transformation  processes,  both  singly  and  in  their  relations 
to  one  another,  we  must  first  seek  to  answer  the  following 
question  :  — 

Do  the  transformations  of  proteid  substances  always  take 
place  in  the  directions  indicated  by  the  arrows  ? 

It  is  beyond  doubt  that  germination  is  a  process  of  demoli- 
tion or,  to  put  it  more  exactly,  a  whole  series  of  such  processes. 
At  the  same  time,  however,  it  must  be  remembered  that  ger- 
mination is  attended  with  processes  of  building  up,  inasmuch  as 
the  growth  and  development  of  the  root  as  also  of  the  leaflet 
are  brought  about  by  new-formations  or  a  sum  of  building-up 
processes.  In  order  to  get  a  clear  comprehension  of  the  real 
state  of  the  case,  we  must  therefore  examine  once  for  all,  what 
influence  the  last-mentioned  processes  exercise  upon  the  results 
of  our  experiments.     It   may    be   sufficient   to  remind  the  reader 
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of  the  circumstance  that,  before  the  examination  of  malt,  the 
rootlets  are  always  removed,  but  the  leaflets  are  not. 

Consequently,  the  building-up  processes  attending  the  growth 
of  the  rootlet  are  not  measured  at  all ;  our  experimental  figures 
will  not  be  affected  by  them,  excepting  those  relating  to  the 
"rootlet  loss".  On  the  contrary,  those  building-up  processes  on 
which  the  growth  of  the  plumule  is  dependent  are  continually 
measured,  and  will  accordingly  influence  the  individual  trans- 
formation processes. 

It  will  therefore  be  seen  that,  so  long  as  the  growth  of  the 
rootlet  predominates,  all  transformations  will  take  the  directions 
indicated  by  the  arrows,  and  only  these.  But  if  germination  is 
continued  for  so  long  a  time  that  the  growth  of  the  plumule 
takes  the  upper-hand  (over-germination),  we  must  expect  to  find 
that  at  least  some  of  the  transformations  take  an  opposite  course 
to  that  shown  by  the  arrows  in  the  synopsis,  and  this  change 
will  become  the  more  marked  the  further  the  over-germination 
progresses,  so  that  it  is  likely  to  result  in  all  the  processes  fol- 
lowing the  opposite  directions. 

Accordingly,  if  we  keep  within  a  non-overgermination  period, 
we  can  never  find  a  <_  b  or  j]  <Cy ■  As  the  processes  a  and  b 
will  never  affect  the  sum  of  the  Albumins  I  +  II,  we  shall  in 
every  case  find  Ai  -f  An  =  o,  when  we  have  fi  —  y  =  d.  We 
shall  constantly  find  Ai  +  An  =  {/^  ^  y)  +  {y  ^  d)  ^  /^  ^  d  ^  N 
-V-  {V  -\-  T).  The  value  Albumin  I  (leucosin  +  Y)  will  always  in- 
crease or  decrease  with  the  value  [y  -i-  S)  -\-  b,  whilst  the  amount 
of  Albumin  II  (edestin,  bynedestin  +  ;k)  will  increase  or  decrease 
with  the  value  {fi  -f-  }')  -f-  b.  Consequently,  in  our  interpretation 
tables  we  shall  constantly  have :  — 


I  •+  Ati  -  N  - 

-  (P  -f  T) 

A.  =  (}'  - 

-^)  +b 

A„  =  N  - 

^  (P  +  T) 

>o. 
A,'l  I  < 

Supposing  that  germination  does  not  extend  into  the  stage 
of  over-germination,  it  will  be  easy  to  get  a  surve)'  of  the  pos- 
sibilities which  the  decomposition  synopsis  admits  of  in  regard 
to  the  quantitative  course  of  the  different  conversion  processes. 

')  If  Af  <  N -f- (1* -|- T),   All  will  be  positive  (increasing). 
If  Aji^N^O'-f  T),  A, I  will  he-^o. 
If  A|  >  N -5- (I' -j- T),   All   \\ili   he  iicputivo  (^decreasing). 
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occur 


I,)  If  we    have    a  =  b,    the    following    six    possibilities    may 


I)  ^  =  r  =  ^5 

2)  ^>y=^d 

4)  ^  =  y>d 

5)  ^  -  y  <  <^ 

6)  l^>y<<) 


gives  Ai  +  An  =  o 

—  Ai  +  A,i  >  o 

—  Ai  +  A„  >  o 

—  Ai  +  An  >  O 

—  Ai  +  A„  <  o 

—  Ai  +  All  ^  o 


Ai  =  a 
Ai  —  a 
Ai>a 
Ai>a 
Ar<a 

Ai<a 


A„  =  -^  a 
A„  >  ^  a 
All  >  -  a 
An  =  -f-  a 
An  =  --  a 

All  >  -V-  a 


II.)  If  a  >  b,  we  get  the  following  six  possibilities: 

i)  jj  =  y  ^  d  gives  A,  +  All  =  o;  Ai  <  a 
2)fi>y^S      —     Ai  +  An>o;Ai<a 

3)^>7>^     —     Ai  +  A„>o;Ai  =  a 


4)ft  =  y>d 


Ai  +  A„>o;  Ai  ^  a 


5)l^^y<^      —     Ai  4- An<o;  Ai  <a 
6)  (^>y<d 


Aj  +  Aii  =  o;  Ai<a 


A„> 


A  closer  consideration  of  these  possibilities  will  show  that 
the  mode  of  investigation  adopted  by  me  gives  but  four  analy- 
tical values  by  which  it  can  be  settled,  which  of  the  twelve 
possibilities  had  prevailed  in  any  given  case.  These  four  values 
are  the  following:  — 

(a)  =  the  amount  of  Albumin  II  edestin  salt)  existing  in  the 
primary  material   (the  steep). 

Ai  =  the  amount  of  Albumin  I  (leucosin  +  Y)  coming  into 
existence   or  being  proteolysed  in  the  course  of  germination. 

An  —  the  amount  of  Albumin  II  disappearing  (edestin  salt) 
or  coming  into  existence  (/)  during  germination. 

Ai  +  An  =  the  difference  between  the  albumin  dissolution 
process  (/5)  and  the  proteolytic  actions  (<5). 

If  we  find  Ai  +  An  >  O,  or  positive,  the  action  of  the  pro- 
teolytic enzymes  has  been  inferior  to  the  albumin  dissolution 
process ;  if  Ai  +  n  <  o,  or  negative,  then  the  action  of  the  pro- 
teolytic enzymes  has  been  superior  to  that  process,  and  if  the 
sum  of  the  two  albumins  is  equal  to  o,  the  two  processes  or 
groups  of  processes  have  been  in  an  equilibrium. 

Finally,  it  is  to  be  observed    that,    of  course,  An  can  never 
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be  less  than  -^- a.  The  fact  is  that,  if  (a)  =  0.15,  we  can  never 
find  An  decreasing  more  than  b\'  the  value  0.15,  whereas  it  may 
very  well  increase  far  beyond  that  value.  Consequently,  we  shall 
always  find  An  >  -;-  a. 

The  following  survey  will  show  how,  on  the  basis  of  the 
four  analytical  values  mentioned  above,  we  are  able  to  form  a 
fairly  correct  estimate  of  the  possibilities  of  change  obtaining  in 


The  interpretation   tables  show                      Trans-                 Possi- 
that                                              formation               bility 

Remarks 

An  ^  -r-  a 

^I  +  -A-ii  =  0       Aj  =  a  '    a  =  h ;    jj  —  y  —  S 

1  Aj  +  An  >  0      Ai  >  a  !    a  =  b ;    ^  ^y>8 

Ai  +  An  <  0    1  Ai  <  n     a  =  b ;    ^  :^  y  <  8 

I.  I 
1.4 
1-5 

Perfect  equilibrium  in  pro- 
tei'd  conversion. 

Proteolysis  weakened;  other- 
wise equilibrium. 

Proteolysis    predominating 
over  albumin  dissolution 
1        process. 

Ai  +  An  =  o 

Aj  <a 

a>b;    ^^y^8 
(a  =  b;    ^>y<8 
(a>b;    ^>y<8 

n.  I 

I.  6 
II.  6 

- 

Ineomplete     albumin     con- 
version. 

These  two  possibilities  are 
only    exceptionally    met 
with,  when  Aj  4- An  =  o- 

Aj  +  An  >  o 

Aj  =  a 

a  =  b;    ^>y  —  8 

a>b:    ^>y>8 
a>b;    (i^y>8 

I.    2 

n-  3 

II.  4 

Though    we   are  unable  to 
distinguish  between  these 
eight  possibilities  of  con- 
version ,    they    have   this 
in  common  that  the  malt 
always     contains     Albu- 
min II. 

An>-i-a 

Ai.r>  a 

1 
a  =  b;    p>y>8 

a>b;    p>y>8 

a>b;    p  —y>  8 

I.  3 
"•  3 

II.  4 

Ai<a 

a  =  b;    P>  y  <8 
a>b;    ^>y^8 
a>b;    p>y>8 
a>b;    ^  =  y>8 
a>b;   ^>y<8 

I.  6 

II.  2 

n-  3 

II.  4 
II.  6 

A,  +  An<o 

A]  <a 

a  =  li;   p>y<8 
a>b;   p:^y<8 
a  >  1.;   p>y<:8 

I.  6 

II.  5 
II.  6 

2«0 

any  given  case  of  proteid  transformation.  It  is  to  be  remem- 
bered, however,  that  those  possibilities  or  combinations  apply 
only  so  long  as  the  growth  of  the  rootlet  is  predominating  in 
the  germination.  If  the  latter  is  continued  for  so  long  a  time 
that  the  growth  of  the  plumule  gets  the  ascendancy  (over-ger- 
mination), all  the  processes  will  probably  become  reciprocal,  and 
we  are  then  no  longer  able  to  overlook  and  judge  of  the  state 
of  affairs. 

The  results  of  our  analysis  hardly  enable  us  to  form  a  cor- 
rect estimation  of  the  various  possibilities.  For  such  an  estima- 
tion to  be  possible,  it  would  be  necessary  to  know  the  value  (b) 
or  the  value  [y).  The  greatest  approximation  we  are  able  to 
attain  in  this  direction  is,  however:  —  b  +  7  =  d-i-A,  and  b  -f 
y  —  fi  -~  An;  but  these  two  equations  cannot  help  us  to  surmount 
the  difficulties. 

Nevertheless  we  may  be  pretty  well  satisfied  with  the  result 
obtained,  since  it  always  enables  us  to  distinguish  with  certainty 
between  four,  and  frequently  even  five  typical  forms  of  proteid 
conversion,  namely:  — 

I.  A  perfectly  normal  proteid  transformation  cha- 
racterised by:  A[i  =  -^  a  and  Ai+  An  =  o. 

II.  An  incomplete  proteolysis,  but  normal  trans- 
formation of  albumins,  characterised  by:  An  :=  -j- a  and 
Ai  +  All  >  o. 

III.  A  proteolysis  which  is  more  powerful  than  the 
albumin  dissolving  process,  but  a  normal  albumin 
trans  formation  characterised  by :  An  =  -i-  a  and  Ai  +  An  -<  O. 

IV.  A  proteid  transformation  which  is  so  incom- 
plete that  the  malt  always  contains  Albumin  II,  cha- 
racterised by:  An  >  -ha. 

If  in  this  last-mentioned  form  we  find  A[  +  An  =  o,  we  may 
be  approximately  certain  that  the  defect  is  entirely  due  to  an 
incomplete  transformation  of  albumin. 

Among  the  four  malt-samples  with  which  Table  LVI  (p.  273) 
is  concerned,  N"  i  showed  a  perfectly  normal  proteid  transforma- 
tion, N°  3  an  incomplete  albumin  transformation,  and  N°^  2  and 
4  an  altogether  incomplete  proteid  conversion. 

It  remains  to  be  pointed  out  that  there  is  a  well-marked 
difference  between  the  Albumin  II  existing  in  barley  and,  on 
the  other  hand,  that  which  occurs  in  malt. 
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A  clear  toluene-water  extract,  whether  from  barley  or  from 
malt^),  becomes  turbid  when  a  feeble  current  of  carbonic  acid 
is  conducted  through  it  for  some  time.  If  the  two  turbid  solu- 
tions are  filtered  through  two  layers  of  dry  filter-paper,  we  ob- 
tain very  clear  filtrates.  An  analysis  of  these,  as  also  of  the  two 
original  toluene-water  extracts,  by  my  precipitation  method,  will 
show  that  the  carbonic  acid  has  acted  differently  upon  Albumin 
II  in  the  two  solutions  —  see  the  following  table. 

TABLE  LVII. 


looo  cc.  of  solution 

Barley-extract 

Malt-extract 

contain  —  gr.   of 
nitrogen  in  the  form  of 

the  solution 
itself 

supplied  with 

carbonic  acid 

during  2  hours, 

etc.           1 

the  solution 
itself 

supplied  with 

carbonic  acid 

during  2  hours 

etc. 

Albumin  I 

Albumin  II 

Denucle'in 

Proteose 

Peplone 

Ammonia,  Amine-Amid 

0.039 
0  on 
0.014 

0 
0.009 
0.039 

0.031 
0.0 1 1 

0.014 

0 
0.008 

0.123 
0.045 
0.067 
0.017 
0.067 
0.398 

O.IOI 

0.028 

0073 

0.028 
0.067 

0.392 

Sum 

0.1 12 

— 

0.717                  0.689 

Analytical  errors  .    . 

0.003 

0.006 

The  carbonic  acid  precipitates  20  per  cent  of  the  amount  of 
Albumin  I  (leucosin)  contained  in  the  barley-extract,  while  no 
Albumin  II  (edestin  salt)  is  precipitated.  In  the  malt-extract  18 
per  cent  of  the  total  amount  of  Albumin  I  (leucosin  +  V)  and 
49  per  cent  of  the  total  amount  of  Albumin  II  (bynedestin  +  y) 
are  precipitated  by  the  carbonic  acid.  It  follows  from  this,  that 
either  bynedestin  or  albumin  y^  or  both  are  partially  precipitated 
by  carbonic  acid.  Hence,  a  beer  which  contains  one  or 
both  of  these  proteid  individuals  may  give  a  proteid 
sediment  by  the  sole  action  of  the  carbonic  acid  dur- 
ing storage.  On  the  contrar>-,  the  circumstance  that  leucosin 
and  albumin  Y  are  also  partially  precipitated  by  larbonic  acid 
cannot  be  supposed  to  be  of  any  consequence  in  regard  to  the 
production  of  a  proteid  sediment    in    the    finished  beer;   for.   if  it 


')  The   mail   sani|iie  sliowcil   an  altogetluT  iiicoinplclo   proti'ld   ion  version. 
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were,  the  result  would  be  that  all  beer  would  show  proteid  tur- 
bidity, since  it  always  contains  at  any  rate  leucosin.  It  is  not 
the  place  here  to  enter  in  greater  detail  into  this  question,  to 
which  we  shall  have  to  revert  in  the  concluding  section  of  my 
aggregate  researches. 

From  the  above  considerations  it  appears  that  there  is  a 
very  perfect  accordance  between  the  schedule  of  proteid  trans- 
formation given  on  p.  275  and,  on  the  other  hand,  the  experi- 
mental results  recorded  in  Table  LVI,  p.  273.  Accordingly,  the 
proteid  conversion  going  on  during  malting  (germination)  may 
be  formulated  as  follows:  — 

I.  The  insoluble  proteid  substances  existing  in  the 
barley-grain  are  partially  converted  in  malting,  after  passing 
through  one  or  several  intermediate  stages,  into  a  proteid  (x) 
which  is  soluble  in  water  and  whose  analytical  reaction  is  iden- 
tical with  that  of  Albumin  II.  The  body  r/j  thus  arrived  at  is 
further  changed,  entirely  or  in  part,  into  a  proteid  (Y)  the  analy- 
tical reaction  of  which  is  identical  with  that  of  Albumin  I,  and 
which  ultimately  undergoes  total  or  partial  decomposition  by  the 
agency  of  proteolytic  enzymes,  resulting  in  real  decomposition 
products  ^denuclem,  proteoses,  peptones,  ammonia,  amine-amid- 
combinationsj. 

II.  Hordein  is  first  partially  transformed  into  b)nin  (inso- 
luble in  water),  which  is  subsequently  changed,  wholly  or  in  part, 
into  a  water-soluble,  real  albumin  {x)  of  the  analytical  reaction 
of  Albumin  II.  /  is  further  transformed  exactly  in  the  same 
manner  as  mentioned  above. 

III.  Edestin  changes,  wholly  or  in  part,  into  bynedestin 
(possibly  identical  with  the  albumin  x),  which  is  further  converted, 
entirely  or  partially,    in   the  same  manner  as  above. 

IV.  The  edestin  salts  are  generally  converted  altogether 
into  leucosin.  Whether  bynedestin  be  formed  as  an  intermediate 
stage,  I  hesitate  to  say. 

V.  Leucosin  —  whether  pre-existing  in  the  barley  or  re- 
sulting from  the  edestin  salts  —  appears  to  be  very  resistent 
towards  the  action  of  proteolytic  enzymes.  As  a  rule,  it  is  not 
acted  upon  by  these,  at  all  events  not  to  any  appreciable  extent. 

On  the  basis  of  these  observations  it  is  possible  to  formulate 
the  main  problem  which  we  have  to  grapple  with  in  what  fol- 
lows.    It  may  be  e.xpressed  thus :  — 
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How  does  each  individual  malting  factor  act  upon 
the  various  proteid  transformation  processes,  singly 
and  in  their  mutual  relations? 

For  the  sake  of  avoiding  unnecessary  repetitions,  it  is  to  be 
observed  at  the  outset  that,  at  least  in  the  germination  experi- 
ments, we  shall  continually  be  concerned  with  three  different 
processes  of  proteid  transformation,  namely:  — 

The  Dissolution  of  Albumins,  the  quantitative  expres- 
sion of  which  in  our  interpretation  tables  is  found  in  the  numeri- 
cal series  N  (:=  /5  in  our  decomposition  schedule). 

Proteolysis  (=  the  sum  of  the  proteolytic  decompositions), 
which  in  the  interpretation  tables  has  its  quantitative  expression 
in  the  series  P  +  T  (=:  d  in  the  decomposition  schedule).  If  N 
=  P  +  T,  then  the  process  of  albumin  dissolution  is  equal  to 
the  proteolysis. 

The  Transformation  of  Albumins,  the  quantitative  ex- 
pression of  which  in  the  interpretation  tables  is  the  value.  An  > 
-T-  a.  If  we  have  An  =  -=-  a,  the  transformation  of  the  albumins 
is  terminated;  if,  on  the  contrary.  An  >  -^  a,  then  it  has  not  yet 
come  to  an  end 

In  the  first  of  these  three  processes,  that  is,  in  the 
value  N  {—  fi  m  the  decomposition  schedule),  we  have  the 
quantitative  expression  for  the  aggregate  proteid 
transformation,  while  in  the  proportion  between  the 
three  processes  we  have  an  expression  for  the  quali- 
tative   aspect    of    the    proteid    transformation. 

What  I  have  here  said,  may  be  best  exemplified  by  the 
help  of  two  malt  samples  A  and  B. 

On  analysis  of  the  sample  A  we  find  the  following  data:  — 

The  primary  material  (the  steep)  contained  o.  i8  gr.  of  ni- 
trogen in  the  form  of  Albumin  II  (edestin  salts)  =  a. 

The  malt  shows  an  increase  in  the  amount  of  soluble  ni- 
trogen (albumin  dissolution)  =  1.80  gr.  —  N,  an  increase  in  the 
amount  of  proteolytic  decomposition  products  =  1.60  gr.  =  P  + 
T,  and  a  decrease  in  the  amount  of  Albumin  II  =  o.  lOgr.  >»  -f-  a: 

In  sample   B  we  find:  — 

The  primary  material  (steep)  contained  O  16  gr.  of  nitrogen 
in  the  form  of  Albumin  11   (edestin  salts)  =  a. 

The  malt  exhibits  an  augmentation  in  the  cjuantit)-  of  so- 
luble nitrogen  =  i.6ogr.  =  N,  as  also  an   increase*  in  that  of  pro- 
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teolytic  decomposition  products  =  1.60  gr.  =  P  +  T,  but  a  falling- 
ofif  in  the  amount  of  Albumin  II  —  0.16  gr.  =  -^-  a. 

In  other  terms,  the  malt  sample  A  shows  quanti- 
tatively a  greater  total  proteid  transformation,  but 
qualitatively  a  less  complete  transformation  than  the 
sample  B.  In  fact,  in  the  former  sample  we  have  N  —  1.80, 
A[  +  An  =  0.20  (greater  than  o)  and  An  =  -h  o.  10  (or  A,i  >  -=-  aj, 
whilst  in  sample  B,  N  =  1.60,  A[  4-  A^  =  O  and  A^  =  -=-0.16 
(or  A, I  =  ^  a). 

To  sum  up:  —  The  malt  sample  A  shows  quantitatively 
a  greater  aggregate  proteid  transformation  than  B;  but  quali- 
tatively the  latter  sample  exhibits  a  completely  terminated  or 
normal  proteid  transformation,  whereas  the  former  gives  an  in- 
complete or  abnormal  proteid  transformation,  neither  the  albumin 
transformation  nor  the  proteolysis  having  come  to  an  end. 

B.    Steeping. 

As  was  remarked  in  a  previous  chapter,  the  first  stage  in 
the  malting  process  is  the  operation  which  goes  by  the  name 
of  "Steeping",  and  which  consists  in  the  barley-corn  being  soaked 
in  water  under  suitable  conditions. 

As  a  normal  barley-corn  is  charged  wnth  vital  forces  and 
contains  at  the  same  time  a  certain  amount  of  organic  and  in- 
organic substances,  some  of  them  soluble,  others  insoluble  in 
water,  —  it  follows  that  the  steeping  process  will  always  act 
upon  the  grain  in  two  directions.  In  the  first  place,  the  vital 
powers  will  be  affected,  and,  secondly,  the  chemical  composition 
of  the  grain  will  undergo  a  change,  in  consequence  of  greater 
or  smaller  quantities  of  the  water-soluble  bodies  being  extracted. 
As  a  natural  consequence  of  these  actions  we  must  expect  to 
find  that  also  the  various  transformation  processes  which  take 
place  during  germination  are  influenced  by  the  steeping,  be  it 
singly  or  in  their  relations  to  one  another. 

If,  therefore,  we  are  to  inquire  into  the  manner  in  which  the 
whole  malting  process  is  affected  by  the  steeping^),  we  shall 
have  to  deal  with  three  different  aspects  of  the  same  question, 
namely:  — 

■•)  As    mentioned    in    the    Introduction,    we    are    here    only   concerned    with    the 
time  of  steeping. 
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a)  The    influence    of  the    steeping    time  to  the  physiological 
properties  of  the  barley-grain; 

b)  its  influence  on  the  chemical  composition  of  the  grain ;  and 

c)  the  way  in  which  the  transformations  taking  place  during 
germination  are  affected. 

In  order  to  arrive  at  generally  valid  conclusions,  it  is  neces- 
sary first  to  answer  all  three  questions. 

a)    Influence  of  Steeping  Time  on  the  Physiological 
Properties  of  the  Barley  Grain. 

W.  KinzeP)  has  shown  by  means  of  a  very  large  material 
that  the  germinating  energy  of  the  seeds  of  different  plants  is 
affected,  to  a  very  considerable  extent,  by  the  steeping  time 
and  the  conditions  of  moisture  obtaining  during  germination.  P. 
Maze^)  has  observed  that  different  seeds  behave  very  differently 
when  under  water,  some  of  them  being  readily  killed,  whilst 
others  are  more  resistent.  This  weakening  or  deadly  effect  is 
found  to  be  attributable  to  the  circumstance  that  the  oxidative 
enzymes  do  not  take  action,  owing  —  according  to  Maze  — 
to  the  presence  of  certain  bodies  possessed  of  a  toxic  action 
(aldehydes).  From  several  other  quarters^)  information  has  also 
been  supplied  which  leads  to  the  same  conclusion,  and,  upon 
the  whole,  it  may  be  said  that  this  part  of  the  question  has 
been  fairly  elucidated.  If,  nevertheless,  I  am  going  to  produce 
additional  material,  my  reason  for  so  doing  is  not  that  1  believe 
myself  in  a  position  to  put  forward  any  novel  view  of  the  ques- 
tion under  consideration,  but  simply  to  get  an  opportunity  of 
examining  the  relation  existing  between  the  physiological  pro- 
perties of  the  barley-grain  and,  on  the  other  hand,  the  transfor- 
mations taking  place  in  the  germination  of  the  same  experi- 
mental material.  If  we  are  to  get  some  insight  into  this  relation, 
we  must  necessarily  inquire  into  the  way  in  which  the  vital 
forces  are  affected  by  the  steeping  and  its  duration,  as  also  into 
the  course  taken  by  the  transformations  during  germination,  after 
the  said  forces  have  been  differently  influenced   by  the  steeping 


*)  Landw.  Versuchsst.  49,  461   (1898;;   .51,   351   (1899) 

')  Ann.  Inst.   Pasteur  14,   350  (1900). 

')  C.  Bleisch  and  H.Will,   Zeitschr.   1.   d.  j;es.   Hrauw     25,    17   1190: 

O.Jacob,   ihid.  25,   289  (1902). 

J.  Dehnickc,   Wochenschr.   f.   Brauer.  24,  9  (1907). 

S.  Blal)er,   Brewers'  Joiirn.   43.   359  (1907). 
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(that  is,  have  been  set  free  or  weakened  to  a  greater  or  less 
degree). 

In  my  experiments  fifteen  barley  samples,  some  of  them 
differing  greatly  from  one  another,  were  used.  As  remarked 
above,  each  steeping  was  effected  with  distilled  water  at  18°  to 
20^,  and  in  every  case  500  corns  were  counted  off.  The  ger- 
minations were  effected  between  several  (three)  layers  of  moist 
filter-paper  in  a  capacious  cupboard  with  adequate  ventilation. 
By  means  of  suitable  arrangements  I  took  care  that  the  germi- 
nating corns  were  not  dried  up  during  the  experiment.  The 
temperature  in  the  cupboard  was  kept  at  about  i8*^,  and  light 
was  of  course  entirely  excluded.  Tlie  steeping  time  varied  from 
6  to  96  hours.  The  germinating  energy,  as  usual,  is  measured 
by  the  percentage  of  corns  germinated  after  3  days,  and  the 
germinating  capacity  by  the  percentage  after  8  days.  The  above 
table  gives  the  necessary  particulars  both  in  regard  to  the  barley 
samples  examined  and  the  results  arrived  at. 

Before  we  direct  our  attention  to  the  figures  obtained,  it  may 
be  well  to  have  the  following  question  answered,  if  possible:  — 
With  how  great  a  degree  of  precision  can  the  values  for  ger- 
minating energy  and  germinating  capacity  be  determined?  Now 
if  we  try  to  answer  this  question  by  wa>'  of  experiment,  we  shall 
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arrive  at  rather  dift'erent  results,  according  to  the  condition  of 
the  barley.  If  we  work  on  a  well-seasoned  sample  with  a  ger- 
minating energy  of  between  go  and  100  per  cent,  we  shall  not 
require  to  reckon  with  an  error  greater  than  i  or  2  per  cent. 
The  case  is  quite  different  if  we  have  to  do  with  a  lot  the 
storage  of  which  has  not  been  finished,  or  with  barley  that  has 
been  damaged,  say,  by  the  weather,  or  whose  vital  forces  have 
become  weakened  or  even  destroyed  in  a  large  number  of  grains. 
In  such  cases  the  experimental  error  may  considerably  exceed 
2  per  cent,  if  only  500  grains  are  experimented  upon.  The 
reason  is  not  far  to  seek,  seeing  that  in  the  case  of  barley  of 
the  last-mentioned  condition  we  are  much  more  exposed  to 
variations  in  the  proportion  between  the  sound  and  unsound 
grains  counted  off,  than  we  are  when  working  on  samples  of 
the  first-named  condition.  Since  only  a  single  of  the  samples 
recorded  in  Table  LVIII  showed  indifferent  germinative  properties 
(six-rowed  barley  from  Dalecarlia),  we  may  safely  reckon  that 
the  germinating  energy  and  germinating  capacit\'  can  be  esti- 
mated with  an  exactness  of  2  per  cent. 

In  accordance  with  the  result  arrived    at  l)\C.  KrausM,  the 


';  Zeilschr.  t".  d.  ges.  Uraiiw.  15,   49,   59,    71,   79  (1892). 
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germinations  of  Danish  two-rowed  barley  of  the  years  1907  and 
1908  show  that  the  barley  does  not  attain  its  full  germinating 
energy  until  it  has  been  stored  during  a  longer  or  shorter  space 
of  time.  How  long  a  barley  must  be  stored  in  order  to  get  its 
full  germinating  energy,  depends  without  doubt  largely  on  the 
ripening  and  harvesting  conditions ;  but  it  possibly  also  depends 
in  a  certain  measure  on  the  particular  sort  of  barley.  From  the 
germinating  experiment  on  two-rowed  Danish  barley  of  the  year 
1905  it  will  be  seen  that  matured  barley  can  be  kept  for  at  least 
two  years  without  its  germinating  energy  being  appreciably  im- 
paired. Besides,  we  find,  after  the  storage  is  finished,  that  all 
the  barleys,  with  the  sole  exception  of  the  six-rowed  originating 
from  Dalecarlia,  give  high  or  even  very  high  figures  for  germi- 
nating energy,  and  further,  that  the  relation  between  germinating 
energy  and  germinating  capacity  is  such  that  our  conclusions 
may  with  almost  equal  certainty  be  drawn  from  one  or  the  other 
of  these  values. 

If,  finally,  we  proceed  to  examine  how  vitality  is  aftected 
by  the  steeping  time,  we  arrive  at  very  different  results.  The 
most  resistent  of  all  the  samples  is  the  California  barley  of  1901, 
the  vitality  of  which  was  not  even  impaired  by  a  96  hours' 
steeping.  The  opposite  extreme  is  represented  by  the  Princess 
barley  of  1907,  whose  vitality  is  weakened  considerably  already 
after  24  hours'  steeping.  All  the  other  samples  are  intermediate 
between  these  two  extremes. 

Since  it  may  be  taken  for  granted  that  the  transformations 
during  germination  (malting)  go  on  the  more  satisfactorily  in  pro- 
portion as  germination  increases  in  evenness,  it  follows  that  in 
steeping  a  barley  we  must  have  in  view  to  attain  the  maximum 
of  vitality.  Hence  we  may  infer  that  the  normal  steeping 
of  any  given  barley  coincides  with  the  point  of  time 
when  the  sample  is  found  to  be  possessed  of  the 
greatest  germinative  energy,  and  consequently  also 
the  greatest  evenness. 

In  the  experiments  here  before  us,  the  only  factor  that  is 
decisive  for  the  normal  steeping  is  the  "steeping  time".  If  we 
express  it  in  hours,  arranging  our  fifteen  barley  samples  accord- 
ingly, we  arrive  at  the  following  classification:   — 
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Normal  steeping 

in  hours:  Barley  samples: 

6 Princess   1907  and  Chevallier   1907. 

24 Gute   1907,    Swan's    neck    1907,    and    Prentice 

1908?!). 

I  Princess  1908,  Pearl  1908,  Chevallier  1908, 
Swan's  neck  1908,  Prentice  1905  and  1907, 
6-rowed  America  1907,  6-rowed  Dalecarlia  1907, 
and  probably  Prentice   1901. 

96 California   1901. 

In  all  my  germinating  experiments  the  germinations  were 
undertaken  in  the  above- described  germinating  apparatus  in  such 
a  manner,  that  any  desiccation  of  the  corns  is  out  of  the  question. 
Besides,  the  germinating  material  was  given  no  water  during  the 
germination  process  itself.  I  considered  this  proceeding  as  the 
most  rational  one.  Under  these  conditions,  however,  the  question 
arises:  —  Is  the  barley-corn  able  to  absorb  in  the  course  of 
twenty-four  hours  a  sufficient  amount  of  water  for  the  germina- 
tion to  be  satisfactorily  terminated  without  any  further  supply 
of  water.? 

A  glance  at  Table  XVIII  (p.  226)  shows  how  readily  water 
is  absorbed  by  Danish  two-rowed  barley  of  the  harvest  1905. 
After  twenty-four  hours'  steeping  it  has  absorbed  30.4  per  cent 
of  water,  after  forty-eight  hours  35.6  per  cent,  after  seventy- two 
hours  38.3  per  cent,  and  after  ninety-six  hours  39.7  per  cent.  It 
is  seen  from  these  results  that  the  quickness  Avith  which  water 
is  absorbed  by  the  corn  decreases  with  the  steeping  time.  Al- 
beit this  one  experiment  is  anything  but  conclusive  —  seeing 
that  the  structure  of  the  corn,  thickness  of  husks,  etc..  may  play 
an  important  part  in  regard  to  the  capacity  of  imbibition  — ,  yet 
I  believe  it  has  been  proved  by  the  experiment  that  a  twenty- 
four  hours'  steeping  can  hardly  be  considered  to  be  adequate 
when  the  point  aimed  at  is  to  induce  the  corn  to  absorb  an 
amount  af  water  sufficient  for  the  germination  to  be  terminated 
in  a  satisfactory  manner  without  any  artificial  water-supply  chiring 
the  germinating  process  itself. 

Hence    it    appears    that,    as    a    rule,    a    barley    which  has 


')  The  iiDniiMl   ^tccpin^  tiiiu-   cannot   licre  be  supposed   to  c.xcci-d   20  hours. 
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reached  the  maximum  of  germinating  energ\'  already 
after  six  hours'  steeping,  and  whose  germinating 
energy  is  weakened  by  twenty-four  hours'  steeping,  is 
not  fit  for  malting  purposes  at  all.  A  barley  that 
reaches  its  maximum  of  germinating  energ\-  after 
twenty-four  hours'  steeping,  and  which  is  weakened 
by  a  continued  steeping,  is  of  a  questionable  quality 
as  a  malting  object.  Finally,  a  barley  which  does  not 
attain  its  full  vitality  till  after  a  forty-eight  hours'  or 
still  longer  steeping,  may  be  ranked  among  the  good 
malting  objects.  We  shall  later  on  deal  in  greater  detail  with 
the  malting  conditions  of  the  barley  samples  experimented  upon, 
and  we  shall  then  see  the  correctness  of  this  classification  con- 
firmed. From  what  has  been  said,  it  appears  that  a  thorough 
incjuiry  into  the  way  in  which  vitality  is  affected  by 
the  steeping  time  is  of  the  greatest  consequence  in 
regard  to  a  correct  valuation  of  the  fitness  of  a  barley 
for  malting  purposes. 

It  is  likewise  certain  that  by  carrying  through  similar  steep- 
ing experiments  we  might  obtain  valuable  results  with  regard  to 
the  improvement  of  barley,  insomuch  as  they  might  help  us  to 
ascertain  which  among  the  various  improved  sorts  or  races  are 
distinguished  by  being  specially  resistent  to  the  injurious  in- 
fluence of  the  weather,  and  which  among  them  are  readih' 
affected. 

That  the  vitality  of  barley  is  largely  influenced  b\'  un- 
favorable harvesting  conditions,  appears  clearly  from  the  experi- 
ments on  two-rowed  barleys  from  Svalof.  In  fact,  if  we  compare 
the  germinating  figures  for  Princess-,  Chevallier-  and  Swan's-neck 
barley  of  1907  and  1908,  respectively,  we  shall  find  that  the 
rather  indifferent  vitality  met  with  in  the  samples  of  1907  does 
not  constitute  a  distinctive  feature  inherent  in  the  particular  sort 
of  barley  —  since  the  samples  of  1908  show  a  satisfactory  vital- 
ity — ,  but  is  attributable  solely  to  the  harvesting  conditions, 
that  is,  to  the  influence  of  the  weather.  As  regards  the  question 
as  to  which  of  the  four  two- rowed  barleys  of  1907  possesses  the 
greatest  power  of  resistance  towards  injurious  climatic  conditions, 
it  is  not  answered  by  these  experiments,  since  the  samples  were 
not  equally  exposed  to  that  influence;  if  they  had  been,  we 
might    infer    from   the    germination    figures   that   the  Swan's-neck 
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barley  was  possessed  of  the  greatest  power  of  resistance  towards 
the  injurious  action  of  the  weather,  and  that  next  came  the  Gute 
barley,  Chevallier  barley,  and  at  last,  as  the  least  resistent,  the 
Princess  barley.  According  to  information  I  hav^e  received  from 
Dr.  Hans  Tedin  (Utsadesfdreningen  at  Svalof),  the  real  state 
of  the  case  must,  however,  in  this  instance  be  as  follows:  — 
The  barley  which  ripens  earliest,  is  the  same  which  gives  the 
best  vitality  figures,  and  conversely.  Taking  this  fact  as  a  basis 
for  a  further  consideration,  we  shall  find  that  there  exists  a  per- 
fect accord  between  the  germination  figures  and  the  ripening 
time,  since  Tedin  states  the  Swan's-neck  barley  to  be  the 
soonest  mature,  and  that  next  come  the  Gute  barley,  Chevallier 
barley,  and  finally  the  Princess  barley.  It  does  not  follow,  how- 
ever, that  the  above  results  relating  to  the  vitality  of  different 
barleys  are  due  to  other  causes  than  the  atmospheric  conditions, 
the  possibility  not  being  precluded  that  the  earliest  ripened 
sample  may  have  been,  on  account  of  this  very  property,  ex- 
posed for  a  shorter  period  to  the  action  of  the  bad  harvest- 
weather  than  the  one  which  last  attained  maturity. 

We  shall  see  later  on,  how  these  different  barleys  behave 
during  malting  (germination).  I  only  regret  that  I  have  not  been 
in  a  position  to  undertake  any  germination  experiment  on  the 
Californian  sample  from  1901,  though  a  closer  investigation  into 
this  very  sample  would  surely  have  been  of  considerable  interest, 
since  it  was  able  to  stand  such  a  long-continued  steeping  without 
its  vitality  being  impaired.  The  material  at  my  disposal  was, 
however,  only  just  sufficient  for  the  steeping  experiments  to  be 
carried  through. 

b)  Influence  of  Steeping  Time  on  the  Chemical 
Composition  of  the  Barley  Grain. 

The  following  steeping  experiment  was  performed  on  two- 
rowed  Danish  barley  of  the  harvest  1905,  which  —  as  shown  in 
the  preceding  table  (I. VIII)  —  attained  its  maximum  both  of 
germinating  energy  and  germinating  capacity  after  2  days'  steep- 
ing with  distilled  water  at   iS"  to  20". 

It  appears  from  Table  LIX  thai  increasing  amounts  of  water- 
soluble  bodies  are  dissolved  in  the  course  of  steeping.  This  is, 
however,  neither  remarkable  nor  new,  and  so  I  need  not  go 
further  into  this  {)art  of  the  question.     Hut  it  is  worth\'  of  remark 
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\  that  after  2  days'  steeping  we  have  got  extracted  almost  the 
whole  amount  of  water-soluble  matters.  Consequently,  if  the 
steeping  is  continued,  only  comparatively  small  quantities  of  such 
bodies  will  still  enter  into  solution  (see  the  figures  for  gr.  of  dry- 
substance,  of  soluble  ash  and  of  soluble  nitrogen);  however,  if 
we  keep  on  steeping  for  more  than  2  days,  we  find  that  the 
amount  of  soluble  nitrogen  begins  to  increase  with  the  steep- 
ing time. 

On  considering  the  various  groups  of  nitrogenous  matters, 
we  shall  meet  with  some  peculiarities  which  may  at  first  sight 
seem  to  be  incompatible,  but  which  can  be  easily  accounted  for 
on  a  closer  inquiry. 

The  first  thing  that  strikes  us  is  that  the  amount  of  am- 
monia, amine-amid,  increases  in  the  course  of  steeping  instead 
of  diminishing,  as  might  be  expected.  The  reason  is  probably 
to  be  sought  in  the  circumstance,  that  the  tryptic  action  (tryp- 
tase)  has  set  in  already  after  one  day's  steeping,  or  even  before. 
The  fact  that  the  amount  of  ammonia,  amine-amid  does  not  keep 
on  increasing  in  the  grain  during  the  continued  steeping,  may 
be  due  to  the  tryptic  action  being  still  so  weak  as  to  be  only 
just  sufficient  to  split  off  within  the  given  time  an  amount  of 
ammonia,  amine-amid  roughly  corresponding  to  that  which  is 
extracted  within  the  same  time.  As  the  actions  in  question  are 
very  inconsiderable,  we  cannot  expect  to  get  the  matter  cleared 
up  exhaustively;  but  I  think  the  explanation  here  suggested  to 
be  the  most  probable  and  also  the  most  easily  understood. 

To  follow  the  nitrogenous  groups  "denuclein,  proteose  and 
peptone"  singly  would  not  be  likely  to  furnish  an\'  great  amount 
of  information.  Nor  is  it  necessary;  it  will  suffice  to  follow  the 
sum  of  these  three  nitrogenous  groups,  since  it  represents  the 
peptic  action  (peptase).  After  i  day's  steeping  the  quantities  of 
denuclein,  proteose  (—  o)  and  peptone  existing  in  the  barley- 
grain  have  been  extracted;  at  the  end  of  2  days  we  observe  no 
further  change;  but  if  the  steeping  be  continued  be\ond  2  days, 
the  analysis  shows  a  positive  —  albeit  very  small  —  value  for 
the  peptic  action. 

If,  finallx',  we  go  through  the  three  columns  Albumin  I, 
Albumin  II.  and  the  sum  of  both,  we  again  meet  with  some 
phenomena  the  comprehension  of  which  requires  some  reflection. 
The    quantity    of    Albinnin    I    decreases    during    the    fust    da\''s 
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steeping;  but  if  the  latter  is  proceeded  with,  the  quantity  will 
again  increase,  and  henceforth  in  proportion  to  the  time.  The 
quantity  of  Albumin  II,  on  the  contrar}',  becomes  constantly  less 
from  day  to  day  during  the  whole  course  of  steeping.  The  sum 
of  the  two  albumins  diminishes  very  slightly  during  the  entire 
process.  To  understand  this,  it  is  well  to  recollect  that  Albumin 
II  may  be,  during  malting,  converted  in  whole  or  in  part  into 
Albumin  I.  The  fact  that  the  amount  of  Albumin  I  decreases 
in  the  first  day  s  steeping  and  thereafter  increases  in  proportion 
to  the  time,  if  the  steeping  is  continued,  can  be  accounted  for 
only  on  the  assumption  that  the  above  conversion  (of  Albumin 
II  into  Albumin  I)  begins  as  early  as  the  steeping  process.  The 
diminution  of  Albumin  II  taking  place  during  the  whole  course 
of  steeping  is  also  a  consequence  of  this  transformation. 

The  result  of  these  considerations  is,  therefore,  that  the 
albumin  dissolution  process,  the  albumin  transforma- 
tion process  and  the  peptic  action  enter  into  function 
after  two  days'  steeping,  whereas  the  tryptic  action 
comes  into  operation  already  after  one  day's  steeping. 

Now,  if  we  remember  that  the  barley  sample  under  con- 
sideration had  attained  its  maximum  of  germinating  energy  and 
germinating  capacity  after  2  days'  steeping,  it  will  be  seen  that 
a  certain  genetic  relation  exists  between  the  chemical 
and  the  physiological  aspect  of  the  steeping  process, 
but  onl\-  till  we  have  attained  the  optimum  of  steep- 
ing. If  the  steeping  is  continued  beyond  this  point, 
the  physiological  forces  are  weakened  more  speedily 
than  are  the  chemical  ones. 

Thus,  the  optimum  of  the  steeping  time  can  be  determined 
both  physiologically  and  chemically,  the  former  way  being  both 
the  easier  and  the    more  certain  of  the  two. 

It  is  also  worthy  of  notice  that  the  tryptic  action  is 
susceptible  of  being  more  readily  and  more  quickly 
induced  to  take  effect  than  the  peptic  action.  Whether 
this  holds  true  for  all  barleys,  I  am  unable  say,  because  my  ex- 
perimental materials  are  not  sufficiently  comprehensive  to  war- 
rant the  assertion  that  the  rule  is  of  general  validity.  But  I  am 
inclined  to  presume  that  it  is  correct,  at  any  rate  so  far  as  barley 
is  concerned. 

It  must  be  remembered,  however,  that  different  barleys  may 
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require  different  steeping    periods    to    attain   the  optimum  of  the 
physiological  powers. 

c)  Influence  of  Steeping  Time    on  the  Transformations 

taking  place  during  Germination. 

(Experiment  II,  p.   227.) 

If  we  go  a  step  farther,  and  examine  what  is  the  influence 
exerted  by  the  steeping  time  upon  the  whole  course  of  germina- 
tion and  upon  the  individual  transformations  going  on,  an  in- 
spection of  the  figures  in  Table  LX  will  suffice  to  show  well- 
marked  differences  in  almost  every  case.  The  figures  indicate 
the  extent  of  the  transformation  in  the  intervals  o — 4,  o — 7  and 
O — 10  days'  germination,  providing  that  germination  and  kiln- 
drying  were  conducted  alike  in  the  case  of  all  three  samples. 
The  steeping  time  is  the  only  variant. 

Since  the  experiments  were  made  on  the  above  sample  of 
two-rowed  Danish  barley  from  the  harvest  1905,  it  follows  from 
the  above  statements  (see  Table  LVIII,  p.  286)  that  one  day's 
steeping  corresponds  to  an  under-steeping,  two  days'  to  a  normal- 
steeping,  and  three  days'  to  an  over-steeping. 

If  we  follow  the  aggregate  conversion  (So),  it  appears  clearly 
that  the  speed  with  which  the  transformation  (germination)  is 
introduced  stands  in  an  inverse,  though  not  inversely  proportional, 
ratio  to  the  steeping  time.  The  intensity  decreases  faster  than 
the  steeping  time  increases,  the  difference  270.5  -i-  262.7  being 
less  than  the  difference  262.7-^-207.7,  although  the  differences 
between  the  steeping  times  are  identical  in  either  case.  This, 
however,  holds  good  only  for  the  transformations  taking  place 
in  the  first  stages  of  germination.  In  the  further  course  of  the 
development  we  notice  that  after  7  days'  germination  the  total 
conversion  has  already  attained  the  same  extent,  whether  the 
steeping  has  been  carried  on  for  i  or  2  days,  and  at  the  end  of 
10  days  the  total  transformation  is  even  more  considerable  in  the 
material  steeped  during  two  days  than  in  that  which  was  only 
steeped  for  one  day.  In  the  sample  steeped  three  da>"S,  on  the 
contrary,  the  total  conversion  appears  to  be  inferior  to  that  ac- 
complished in  two  days,  irrespective  of  the  duration  of  steeping. 
A  graphic  representation  of  our  numeric  materials  would  give  three 
curves,  two  of  which,  viz.  those  expressing  the  conversion  that 
has  been  eftertcd  after  2  and   3  da)s'  steeping,   would  run  nearly 
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parallel  to  each  other,  while  the  curve  relating  to  the  sample  of 
I  day's  steeping  would  cut  Curve  2  (2  days'  steeping)  after  about 
7  days'  germination. 

What  has  been  stated  above  in  regard  to  the  total  trans- 
formation, will  hold  good  in  the  main,  if  we  direct  our  attention 
to  the  aggregate  conversion  of  carbohydrates  (Dd).  This 
is  by  no  means  astonishing,  since  it  will  be  easily  seen  that 
about  95  per  cent  of  the  aggregate  conversion  is  due  to  trans- 
formations of  carbohydrates  (mainly  diastatic  actions)^). 

As  regards  the  rootlet  loss  (R),  it  will  be  remarked  that 
the  barley  has  not  yet  attained  the  optimum  conditions  for  the 
root  growth  after  i  day's  steeping.  But  after  2  days  it  has  done 
so.  At  the  end  of  3  days  we  again  meet  with  a  weaker  root- 
growth  than  after  2  days  Moreover,  it  is  to  be  observed  that 
after  7  days'  germination  the  rootlet  loss  is  twice  as  great  in  the 
sample  steeped  i  day  as  in  that  steeped  3  days,  whereas  at  the 
end  of  10  days'  germination  both  samples  give  the  same  amount 
of  rootlets. 

The  oxidation  loss  (I)  follows,  in  its  principal  features, 
exactly  the  same  law  as  the  rootlet  loss.  The  physiological  pro- 
cess of  oxidation  increases  in  strength  with  the  steeping  time 
up  to  a  certain  point,  which  coincides  with  the  optimum  of  the 
root-growth.  Beyond  this  point,  the  said  process  again  diminishes 
in  intensity.  At  the  same  time  the  oxidation  loss  appears  to  be 
almost  the  same  after  7  days'  germination,  whether  the  steeping 
process  has  lasted  i  or  3  days,  whereas  after  10  days'  germina- 
tion it  is  considerably  greater  after  3  days'  than  after  i  day's 
steeping. 

This  may  certainly  be  taken  as  a  proof  that  under- 
steeping  does  not  impair  the  vital  powers,  but  onl\- 
releases  them  incompletely  from  their  latent  state, 
whereas  over  -  steeping  decidedly  impairs  the  com- 
pletely liberated  powers. 

By  a  comparison  of  the  numerical  values  for  oxidation 
loss  and    rootlet   loss   we   arrive    at   this    verj*    peculiar    result, 


^)  Thus,  the  carl)ohy(lrate  trans  form  inir  forces  arc  weakened  liy  over-steeping, 
whereas  undersleepin},'  lihorates  tlicin  without  afterwards  weakening  iheni. 
From  this  we  learii  thai  ihc  ta  r  ho  li  \(1  r,i  to  -  con  vc  r  t  i  n  t;  forces  can  be 
very  easily  and  <|uickiy  induced  to  take  action,  i)Ut  also  that  they 
can    lie   weakened   afterwards,    namely   by  o  v  e  r  •  s  t  ee  ]>  i  n  g. 
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that  after  7  and  lO  days'  germination  the  rootlet  loss  is  less  than 
the  corresponding  oxidation  loss  in  the  samples  steeped  2  or  3 
days,  whilst  the  reverse  is  the  case  in  that  steeped  only  i  day. 
This  may  be  rendered  more  apparent  by  considering  the  quotients 

given  in  the  table.     In  the  sample  steeped  i  day  the  quotient 
R 

—  —  0.8,  while  in  those  steeped  2  and  3  days  it  is  =  1.2.  Hence 
R 

it  appears  that  under-steeping  does  not  completely  set 
free  the  latent  physiological  powers  ^oxidation  and  root- 
let growth),  nor  does  it  release  them  in  the  interrelation 
in  which  they  are  stored  up  in  the  barley -grain;  but 
the  root-growth  can  be  more  readily  induced  to  enter 
into  function  than  the  oxidation  process.  Over-steep- 
ing, on  the  contrary,  liberates  the  latent  physiologi- 
cal powers  in  the  right  proportion,  that  is  to  say,  in  the 
same  proportion  as  normal  steeping,  consequently  in  the  very 
proportion  in  which  they  are  stored  in  the  grain;  but  both  the 
released  powers  are  again  weakened  without  their 
inter-relation  suffering  any  modification. 

I  shall  not  enter  here  into  the  details  of  the  total  proteo- 
lytic transformation  (Pp),  as  the  whole  of  the  nitrogen  con- 
version may  be  more  conveniently  dealt  with  together;  it  is  only 
to  be  observed  in  this  place  that  this  numeral  series  gives  nearly 
the  same  information  as  the  total  transformation  of  carbohydrates 
and  the  rootlet  growth.  It  may  therefore  be  taken  for  granted, 
I  believe,  that  the  formation  of  proteolytic  enzymes  during  ger- 
mination is  very  intimately  attached  to  the  growth  and  develop- 
ment of  the  rootlet.  It  will,  however,  be  shown  later  on  that 
the  optimum  temperature  for  the  root-growth  and  for  the  forma- 
tion of  proteolytic  enzymes  do  not  entirely  coincide. 

If  now  we  proceed  to  examine  how  the  proteid  conversion 
during  germination  is  influenced,  in  its  entirety,  by  the  steeping 
time,  I  may  first  refer  to  what  has  been  said  previously  (p.  279) 
about  the  general  transformation  of  proteids  during  malting. 

The  column  N  in  Table  LX  shows  that  the  process  or  pro- 
cesses by  which  the  insoluble  nitrogenous  matters  in  the  barley- 
grain  are  converted  into  soluble  combinations,  are  readily  brought 
into  operation  during  steeping,  since  after  4  days"  germination 
the  value  N  is  greater  in  the  sample  steeped   i   day  than  in  that 
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steeped  2  days;  moreover,  it  is  seen  that  this  value  suffers  a 
further  decrease  if  the  steeping  extends  over  3  days.  During 
germination  N  is  seen  to  increase  in  all  three  experiments;  how- 
ever, it  attains  its  greatest  numerical  value  in  the  material 
steeped  2  days.  We  arrive  at  the  very  same  result  on  considering 
the  column  P  +  T  and  its  individual  parts  P  and  T.  On  the 
contrary,  if  we  compare  the  values  N  with  the  values  P  +  T,  a 
very  marked  difference  becomes  apparent  between  the  three  ex- 
periments. In  the  samples  steeped  i  and  3  days  we  find  for  all 
stages  of  germination  N  >  P  +  T,  whilst  in  that  steeped  2  days 
N  is  constantly  =  P  4-  T.  In  perfect  harmony  with  this,  the  value 
Ai  +  An  is  further  found  to  increase  during  germination  in  the 
materials  which  were  steeped  for  i  and  3  days  respectively, 
whereas  it  remains  constant  throughout  the  whole  course  of  ger- 
mination in  the  material  which  was  -steeped  only  2  days. 

A  comparison  of  the  values  for  Ai  and  An,  singly  and  with 
one  another,  shows  the  quantity  of  Albumin  I  (A.)  to  increase 
during  germination  in  the  samples  steeped  i  and  2  days,  while 
it  does  not  undergo  any  material  alteration  in  the  one  steeped 
3  days;  it  is  also  found  that  the  amount  of  Albumin  II  (An) 
remains  constant  throughout  germination  in  the  sample  steeped  r 
day,  but  decreases  (and  even  entirely  disappears)  during  ger- 
mination in  the  sample  steeped  2  days  and  increases  in  that 
steeped  3  days.  Now,  since  the  sum  Aj  +  An  keeps  constant 
throughout  germination  in  the  sample  steeped  2  days,  it  follows 
that  in  this  instance  we  have  a  state  of  equilibrium  between  Ai 
and  An;  in  other  terms.  Albumin  II  is  entirely  converted  into 
Albumin  I  or,  at  any  rate,  into  an  albumin  that  behaves  towards 
stannous  chloride  in  the  same  manner  as  does  Albumin  I.  As 
regards  this  transformation  of  Albumin  II  into  Albumin  I,  I  am 
rather  inclined  to  conceive  it  as  a  formation  of  albuminate  (albu- 
minate of  acid  or  alkali).  Although  this  conception  be  not  sup- 
ported by  any  direct  evidence,  jet  I  am  of  opinion  that  it  is  not 
altogether  devoid  of  foundation,  seeing  that  Albumin  II  (edestin 
salt)  is  a  globulin,  and  that  globulins  are,  as  a  fact,  readily  con- 
verted into  albuminates,  when  the  proper  conditions  are  present. 

Before  we  go  further,  I  would  compare  the  facts  here  pointed 
out  with  the  dec()m[)ositi()n  schedule  p.  275,  in  order  to  better 
bring  the  matter  homo   to  the  reader. 

According  to  the   schedule,    the    sum  Ai  -f  An    will    alwa\s 
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increase  during  germination  wiien  we  have  the  reaction  /?  ">  the 
reaction  b,  or,  in  other  words,  when  the  transformation  of  the 
proteids  insoluble  in  water  into  water-soluble  albumins  (An)  takes 
place  with  greater  intensity  than  the  proteolysis  —  whether  the 
reaction  ;'  be  equal  to  ft  but  greater  than  (5,  or  less  than  /?  but 
equal  to  b.  If  we  have  the  reaction  y  =  fi  but  greater  than  d, 
the  increase  will  devolve  exclusively  on  Albumin  I;  on  the  con- 
trar}',  [{  /^  ';>  y  =  d,  then  Albumin  I  will  increase  only  b)'  a  value 
corresponding  to  the  reaction  b,  whereas  Albumin  II  will  increase 
by  a  value  corresponding  to  the  formula  ji  -^  }'  h-  b,  which  may 
be  positive,  negative  or  equal  to  O.  If  in  the  latter  case  the  pro- 
cess b  is  equal  to  o,  the  quantity  of  Albumin  I  will  remain  con- 
stant throughout  germination.  These  facts  correspond  precisely 
with  those  resulting  from  the  two  germination  experiments  with 
I   and  3   days'  steeping  respectively. 

In  the  sample  steeped  2  days,  on  the  other  hand,  we  find 
Ai  +  An  =  O,  or,  in  other  terms,  ji  =  y  =  6.  Since  we  also  find 
An  =  -T-  a,  we  have  had  at  the  same  time  a  =  b. 

Thus  it  appears  from  these  investigations  that  both  under- 
steeping  and  over-steeping  not  only  exert  a  weakening 
influence  on  all  the  proteid  transformation  processes, 
but  also  modify  the  relation  between  them,  so  that  in 
either  case  the  result  is  a  quantitatively  and  qualita- 
tively incomplete  conversion  of  the  proteids.  Neither 
the  albumin  transformation,  nor  the  proteolysis  is 
completed. 

Normal  steeping,  on  the  contrary,  brings  about  a 
perfectly  normal  (completed^  proteid  transformation,  of- 
fering a  state  of  equilibrium  between  all  the  proces- 
ses; moreover,  it  gives  the  greatest  quantitative  effect. 

Expressing  these  results  in  accordance  with  our  decomposi- 
tion schedule,  we  find  that: 

Under-steeping  gives  (Ai  +  An)  >  O,  An  >  -J-  a,  N  =  1.4 1. 
Over-steeping  —  (Aj  -f-  An)  >  O,  An  >  -^  a,  N  =  1.42. 
Normal-steeping    —     (Aj  -f  An)  =^0,  An  =  -r-  a,  N  =  1.64. 

Since  both  under-  and  over-steeping  have  the  eft'ect  that 
neither  the  albumin  transformation  process  nor  the  proteolysis 
is  completed,  it  follows  that  both  of  the  two  malt  samples  thus 
steeped  will  contain  Albumin  II. 
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A  perfectly  normal  proteid  transformation  is  characterised 
by  the  fact  that  the  albumin  dissolution  process  is  equal 
to  the  sum  of  the  proteolytic  scissions  (proteolysis),  and 
that  the  whole  quantity  of  Albumin  II  (edestin  salt) 
existing  in  the  primary  material  is  converted  into  Al- 
bumin I  (leucosin)  —  (Aj-!-  An)  =  o  and  An  ==  -r-  a.  Thus, 
this  malt  does  not  contain  xA.lbumin  II  at  all. 

As  regards  the  total  acidity,  it  will  easily  be  seen  that 
it  increases  with  the  steeping  time,  though  we  do  not  meet  with 
any  very  considerable  difference  if  the  experimental  figures  are 
compared  with  the  analytical  error.  The  transformation  processes, 
however,  are  rather  too  complex  for  us  to  expect  the  question 
to  be  fully  elucidated  by  such  primitive  measurings  as  these,  as 
is  evident  from  the  very  fact  that  in  all  three  experiments  we 
meet  with  a  falling-off  in  acidity  during  the  first  davs  of  ger- 
mination. We  may  infer  therefrom  that  at  the  beginning  of  ger- 
mination a  greater  number  of  liydroxyl  ions  are  set  free,  or  a 
greater  number  of  hydrogen  ions  are  bound  up  than  is  the  case 
later  on,  —  or  conversely.  Between  these  two  apparently  oppo- 
site transformations  there  must  be  an  intermediate  stage  of  evo- 
lution (growth)  where  the  ratio  between  the  number  of  hydroxy] 
ions  and  hydrogen  ions  is  the  same  as  in  the  primary  material 
itself.  This  point  might  be  conveniently  called  the  "Zero  of 
Acid-formation".  That  the  position  of  this  point  is  aftected  by 
the  steeping  time,  is  evident  from  the  very  figures  given  previ- 
ously (column  S,  p.  296).  Whereas  under-steeped  barley 
(l  day)  passes  through  the  zero  of  acid- formation  after 
5  or  6  days  germination  and  over -steeped  barley  (3 
days)  after  7  or  8  days,  it  may  fairly  be  said  that  normally 
steeped  barley  (2  days)  passes  already  after  4  days'  ger- 
mination through  zero.  On  the  other  hand,  if  we  follow  the 
acid-formation  without  taking  the  signs  into  account,  we  must 
infer  that  the  intensit>-  increases  with  the  steeping  time. 

As  regards  the  mineral  matters  (ash),  there  is  little  to 
say.  Owing  to  the  comparatively  great  experimental  errors,  which 
we  are  obliged  to  take  into  account,  we  cannot,  of  course,  ex- 
pect to  obtain  any  great  amount  ol  information.  The  iigures 
relating  to  those  substances  have  been  included  mainly  tor  the 
sake  of  completeness.  The  fart  that  in  the  course  of  germina- 
tion    mineral     bodies    pass    into    the    ncw-iornied    root,    needs    no 
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further  comment,  it  being  also  a  matter  of  course  that  those 
bodies  must  previously  have  assumed  a  soluble  form.  The  only 
question  that  we  can  expect  to  throw  light  upon  in  this  con- 
nection, is  therefore,  whether,  during  germination,  the  quantity 
of  soluble  ash-constituents  keeps  constant  in  proportion  to  the 
total  amount  of  ash,  or  not.  From  the  figures  given  in  the 
column  "*'/o  of  total  ash  soluble"  it  is  evident  that  this  value 
must  be  considered  as  perfectly  constant  in  all  three  experiments. 
In  other  words,  as  regards  the  purely  quantitative  part 
of  the  question,  it  has  been  established  that  the  only 
change  taking  place  in  the  mineral  constituents  of 
the  barley  is,  that  in  a  given  unit  of  time  such  an 
amount  of  these  matters  is  dissolved  as  is  within  the 
same  time  consumed  in  new- formations  (root-growth). 
Qualitatively,  it  is  likely  that  there  is  some  difference;  but  into 
this  part  of  the  question  I  have  not  inquired  at  all.  To  sum  up, 
the  experiments  show  that  the  value  "^/o  of  total  ash  so- 
luble" is  neither  affected  by  the  time  of  steeping  nor 
by  that  of  germination. 

In  the  last  part  of  Table  LX  I  have  collected  a  series  of 
particulars  relating  to  what  I  have  called  the  practical  valuation. 
They  have  reference  to  the  extract  yield  of  malt  dry-substance, 
malt  yield  of  barley  dry-substance,  percentage  of  nitrogen  solu- 
bility, clarification  of  the  wort,  and  abnormal  facts  in  germination 
(hussars).  If  the  three  malt  samples  are  to  be  valued  by  these 
purely  practical  criteria,  no  one  will  contest  that  the  extract  }-ield 
is  unobjectionable  in  all  three  samples,  though  the  best  in  that 
steeped  2  days.  But  if  we  direct  our  attention  to  the  other 
details  given  in  Table  LX,  we  shall,  I  believe,  undoubtedly  soon 
arrive  at  the  result  that  the  sample  steeped  for  3  days  must  be 
rejected  and  characterised  as  an  indifferent  malt,  partly  on  ac- 
count of  the  many  ungerminated  corns  it  contains,  and  partly 
owing  to  the  rather  incomplete  clarification  of  the  wort.  We  are 
thus  left  to  choose  between  the  sample  steeped  1  and  that 
steeped  2  days.  In  regard  to  the  question  as  to  which  of  these 
two  samples  is  to  be  considered  as  the  better  one,  it  will  not  be 
easy  to  come  to  an  agreement.  I  might  imagine  two  difterent 
points  of  view  that  could  be  taken  for  standards,  or  bases,  of 
valuation:  — 

In  the  first    place,    if  a    maltster   were    to    make   the    choice, 
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he  might,  I  think,  hold  the  following  argument:  Both  malts  yield 
an  unobjectionable  extract  and  a  wort  that  clarifies  very  well, 
and  equally  well  in  either  case;  however,  seeing  that  the  sample 
steeped  for  i  day  gives  a  greater  malt  yield  than  that  steeped 
2  days,  it  will  undoubtedly  be  the  most  profitable  plan  to  malt 
with  the  shortest  possible  steeping  (i  day).  Moreover,  under 
these  conditions  a  lesser  part  of  the  total  nitrogen  amount  is 
converted  into  the  soluble  form,  a  circumstance  to  which  great 
value  is  attached  at  present  by  many  maltsters. 

If,  on  the  other  hand,  it  were  a  body  of  brewers  that  had 
to  choose,  I  feel  persuaded  that  some  of  them  would  give  the 
preference  to  the  malt  steeped  i  day  on  account  of  its  lower 
percentage  of  nitrogen  solubility,  whilst  others  would  feel  inclined 
to  prefer  the  sample  steeped  2  days  on  the  merit  of  its  larger 
extract  yield,  and  possibly  also  by  reason  of  the  higher  per- 
centage of  nitrogen  solubility,  since  both  these  values  indicate  a 
better  solubility.  Indeed,  I  believe  the  appreciation  would  turn 
out  so  very  differently,  if  there  were  not  other  rules  to  go  by 
than  those  here  mentioned. 

But  if  at  the  same  time  the  information  were  given  that  the 
transformation  of  the  proteids  was  not  satisfactory  in  the  malt 
steeped  i  day,  whereas  in  that  steeped  2  days  it  was  completely 
terminated  and  quite  normal,  I  question  if  every  one  would  not 
prefer  the  latter  sample.? 

I  have  mentioned  this  only  for  the  purpose  of  showing  how 
very  unsatisfactory  the  malt  analyses,  as  commonly 
performed,  are  in  reality,  when  it  is  a  question  of 
valuation  of  different  malts,  and  especially  when  they 
are  to  be  judged  of  with  regard  to  the  proteids. 

Finally,  it  is  worthy  of  notice  that  the  tendency  to  form 
hussars  (over- germination)  increases  with  the  steeping 
time,  an  observation  which  is  not  novel  at  alP),  but  which,  I 
believe,  deserves  to  be  emphasised. 

Now,  if  we  sum  up  all  the  results  obtained  b>-  these  ex- 
periments in  respect  to  the  importance  of  the  steeping  time  for 
the  malting  processes,  and  the  infiuence  exerted  by  it  on  these, 
it    appears    that    the    proper    choice    of  steeping   time    is 


^)  P.  Bernier:  Journal  du  Brasseur,    190S,   p.jSS;   from  \\  ociiensclir.  1.  Brauer. 
25,   352-   (1908). 
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most  important  for  practical  malting,  since  a  fault  made 
in  this  respect  is  liable  to  seriously  affect  the  course  taken  by 
proteid  transformation,  and  to  throw  it  off  its  equilibrium.  Again, 
it  follows  on  this  account  that  the  method  commonly  used  in 
the  estimation  of  the  physiological  properties  of  a  lot  of  barley 
(germinating  energy  and  germinating  capacity],  and  which  con- 
sists in  steeping  500  corns  for  6  hours  and  then  laying  them  out 
to  germinate,  does  not  furnish  the  information  wished  for  at  all. 
In  order  to  provide  a  reliable  basis  for  the  valuation 
of  the  physiological  properties,  it  will  be  absolutly 
necessary  to  undertake  germination  experiments  with 
a  whole  series  of  samples  (of  one  and  the  same  lot  of  bar- 
ley) which  have  been  steeped  for  different  periods,  say 
V4,  I,  2,  3  and  4  days.  It  is  only  on  the  basis  of  such 
research- work  that  it  will  be  possible  to  decide  which 
steeping  time  is  normal  for  the  barle}^  concerned. 

It  is  a  matter  of  course  that  if  practical  men  wish  to  obtain 
altogether  clear  and  instructive  results,  the  steeping  must  be 
made  not  only  with  the  same  water  as  used  in  the  malt- 
house  (and  not  with  distilled  water),  but  also  at  the  same 
temperat  ure. 

J.  Dehnicke^)  and  S.  Blaber^)  have  ere  now  called  atten- 
tion to  this  important  point. 

C.    Germination. 

If  in  what  follows  we  shall  be  able  to  realise  the  influence 
exerted  by  temperature  and  time  on  the  transformations  going 
on  in  the  course  of  germination,  we  must  have  the  fact  clearly 
before  us,  that  the  sum  of  the  effects  brought  about  by  these 
two  factors  is,  after  all,  the  upshot  of  their  joint  action,  which 
is  well  known  from  all  purely  chemical  processes.  The  velocity 
of  reaction  increases  as  the  temperature  rises,  whence  it  tollovvs 
that  to  get  a  definite  amount  of  work  (a  definite  quantitative 
change)  done  at  a  definite  temperature,  a  certain  length  of  time 
(time  of  reaction)  is  required.  If.  on  the  contrary,  we  wish  to 
get  the  same  amount  of  quantitative  work  accomplished  at  a 
lower  temperature,    a   longer   time    of  reaction    is    required,    pro- 
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viding  that  the  temperatures  used,  lie  inside  the  limits  within 
which  the  reaction  can  take  place  and  be  brought  to  a  close  at  all. 

Accordingly,  the  work  accomplished  is  to  be  considered  as 
a  product  of  the  two  factors  time  and  temperature,  which  stand 
in  an  inverse,  though  not  inversely  proportional,  ratio  to  each  other. 

If  in  a  purely  chemical  process  we  keep  within  the  limits 
of  temperature  at  which  the  process  may  be  terminated  at  all, 
it  is  immaterial  in  regard  to  the  ultimate  result  whether  the 
velocity  of  reaction  attains  its  maximum  comparatively  soon  or 
late;  the  reaction  can  in  every  case  be  brought  to  an  end. 
When,  on  the  contrary,  we  have  to  do  with  physiologico-chemical 
processes,  as  is  the  case  with  malting,  we  should  by  no  means 
be  justified  in  presuming  this  rule  to  hold  good;  nay,  we  must 
even  be  prepared  for  its  not  doing  so. 

Let  us  suppose  a  vegetative  organ  [e.g.,  a  root)  to  have  its 
greatest  velocity  of  growth  during  the  first  period  at  a  tempera- 
ture of  26**,  and  that  the  velocity  decreases  with  time;  the  case 
might  then  occur  that  a  comparatively  long  time  of  growth  would 
be  required  to  develop  a  certain  quantity  by  weight  of  the  organ 
concerned.  If,  however,  the  growth  takes  place  at  20*^  with  in- 
creasing velocity  throughout  the  whole  period,  then  the  desired 
quantity  of  the  organ  may  perhaps  be  developed  within  a  com- 
paratively short  time.  In  other  words:  —  The  purely  chemical 
process  follows  the  law  of  mass-action,  whereas  the  physiologico- 
chemical  process  conforms  or  may  conform  to  more  compli- 
cated laws. 

If,  therefore,  we  wish  to  get  some  insight  into  the  influence 
exerted  by  temperature  and  time  upon  the  transformations  to 
which  germination  gives  rise,  it  does  not  suffice  to  examine  the 
importance  of  each  factor  separately,  but  we  must  also  direct  our 
attention  to  the  influence  attributable  to  changes  in  the  relation 
between  the  two  factors.  We  are  able  to  throw  some  light  upon 
this  side  of  the  matter  by  following  the  changes  undergone  by 
the  velocities  of  reaction  and  by  ascertaining  at  what  time  the 
velocity  of  each  of  the  chief  conversions  reaches  its  maximum 
at  the  various  experimental  temperatures.  It  is  onl\'  wlu-n  all 
three  aspects  of  the  question  have  been  elucidated  that  we  shall 
be  in  a  position  to  judge  ol   and  overlook  the  state  of  affairs. 

We  shall  lirsl  look  at  the  temperature,  then  the  time,  and 
finally  the  velocity  of  reaction. 
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a)  Influence  of  Temperature   on  the  Transformations 
taking  place  in  Germination. 

(Elxperiment  III,    p.    230.) 

From  numerous  ancient  researches  it  is  well  known  that 
temperature  plays  a  very  important  part  in  regard  to  the  way  in 
which  the  malting  processes  (germination)  go  on.  According  to 
Fr.  Haberlandt^)  the  rootlet  has  its  greatest  speed  of  growth 
at  22.8*';  but  it  does  not  on  that  account  follow  that  this  very 
temperature  forms  the  optimum  for  germination  or,  to  put  it 
more  exactly,  for  the  transformations  taking  place  in  the  latter^). 

The  figures  given  in  Table  LXI  show  that  the  individual 
transformation  processes  or  reactions  have  the  same  quantitative 
value  after  10  days'  germination,  whether  the  germination  process 
be  conducted  at  14 '^  or  16°;  in  several  instances  we  even  get 
the  same  quantitative  result  at  20**  as  at  14  and  16*^.  On  the 
other  hand,  we  find  that,  in  by  far  the  greatest  number  of  pro- 
cesses, 26°  is  a  temperature   that    lies  above  the  optimum  limit. 

If  we  follow  the  individual  conversions  separately,  we  shall 
find  that  —  just  as  was  the  case  in  regard  to  the  influence 
exerted  by  the  steeping  time  on  the  germinative  conversions, 
and  as  was  also  shown  by  all  our  following  investigations  —  the 
aggregate  conversion  (Soj  and  aggregate  carbohydrate  conversion 
(Dd)  give  perfectly  uniform  results.  What  is  true  for  one  of  these 
transformations,  also  holds  in  respect  of  the  other.  The  reason 
why  it  is  so,  lies  evidently  in  the  fact  —  stated  previously  — 
that  the  total  carbohydrate  conversion  (Dd)  amounts  to  nearly  95 
per  cent  of  the  total  conversion  (So). 

The  total  transformation,  as  also  the  total  carbo- 
hydrate conversion,  is  the  same  after  10  days'  germination, 
whether  the  germination  was  conducted  at  14°,  16°  or  20*^;  but 
if  the  temperature  is  raised  to  26*^,  we  meet  with  considerably 
lower  figures.  The  initial  velocity  of  reaction  (conversion  taking 
place  from  o  to  4  days'  germination)  is  greatest  at  20"''),  some- 
what less  at  26<^,  still  less  at   i6*^,  and  the  least  at   14^.    After  4 


")  According  lo  researches   made    by  C.   Day,    ihe    optiinuin    jjcrinination    lem- 

peraiure  is    12. 8**  —  see  \i.   345. 
*J  The  absolute  number  is  wanting;    but    it    may    be    asserted    positively   that  it 

must  be  at  least  =   272.5.      In    fact,    the    total   proteolytic  conversion  cannot 
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days'  germination  the  velocity  decreases  more  in  the  case  of  the 
samples  germinated  at  20°  and  26^  than  in  those  germinated  at 
14°  and  16°.  It  thus  looks  as  if  there  existed  a  certain  analogy 
in  the  course  taken  by  the  conversion  (diastatic  action)  betw^een 
the  samples  germinated  at  14^  and  16'',  on  the  one  hand,  and, 
on  the  other,  those  germinated  at  20°  and  26".  The  analogy, 
however,  consists  only  in  that  during  the  first  four  days  of  ger- 
mination we  have  at  20^  and  26"  a  more  powerful  diastatic  ac- 
tion (formation  of  diastase),  as  compared  with  the  aggregate  ac- 
tion during  the  whole  time  of  germination,  than  we  have  at  14*^ 
and  16^.  This  does  not  modify  our  principal  conclusion:  — 
That  the  optimum  germination  temperature  in  respect 
of  the  action  or  formation  of  the  carbohydrate-split- 
ting enzymes  lies  in  the  neighbourhood  of  20*^^). 

The  initial  velocity  of  the  root-growth  (R)  increases  with 
the  temperature  of  germination  up  to  26^.  If,  however,  we  fol- 
low the  development  further,  there  can  be  no  doubt  but  that 
26"  lies  above  the  optimum,  since  at  this  temperature  the  root- 
growth  ceases  after  only  7  days'  germination  (with  19. 0  gr.  of 
rootlet  dry-substance  from  10,000  grains),  whereas  it  is  continued 
up  to  the  10*  day  of  germination  in  the  case  of  the  samples 
germinated  at  14°,  16°  and  20^  (up  to  20.9,  22.7  and  23.8  gr., 
respectively,  from  10,000  grains).  Accordingly,  the  optimum 
temperature  of  rootlet-growth  lies  at  about  20*^^). 

The  oxidation  loss  (I)  during  germination  (or  the  phy- 
siological oxidation  process)  increases  with  the  temperature  of 
germination,  yet  not  proportionally  to  the  latter,  as  appears  from 
the  fact  that  the  differences  13. 8  -i-  1.4,  26.0 -i-  15.0  and  37.9 -j- 
25.4  are  greater  than  the  differences  19. i  -;-  13.8,  28 -r- 26.0  and 
41. 1  -f-  37.9,  although  the  temperature  differences  20  -v-  14  and 
26 -T- 20  are  equal.  Consequently,  although  26"  is  not 
the  optimum  of  the  physiological  oxidation  process, 
it  is  sure  that  the  optimum  cannot  be  many  degrees 
higher,     if    indeed    the    increase    of    oxidation    loss    keeps    on 


be  greater  after  4  days'  germination  than  it  is  after  7  days,  whence  it  fol- 
lows that  286-7-13.5=^272.5  must  be  less  than  the  aggregate  carbohydrate 
transformation  after  4  days'  germination  at  20". 
')  It  may  be  asserted  with  a  certain  degree  of  truth  that  we  are  in  presence 
of  an  optimum  temperature  zone  ranging  from  about  14"  to  about  20".  We 
shall  go  more   fully   into   this  (|uestioii   later  on. 
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diminishing  in  the  same  proportion  from  26^  upwards  as  from 
140  to  2601). 

From  the  quotient  ^  we  gain  a  far  clearer    insight    into    the 

significance  which  the  germination  temperature  has  for  the  phy- 
siological processes  (oxidation  and  root-growth)  than  we  have 
got  by  inquiring  into  them  separately.  The  quotient  figures  show 
that  the  rootlet-growth  commences  its  function  sooner  than  the 
oxidation  process,  the  figures  becoming  higher  with  the  germi- 
nation time  at  least  up  to  a  certain  point,  —  and  also  that 
within  a  given  time  the  oxidation  shows  a  greater  increase  than 
the  root-growth,  when  the  germination  temperature  is  20"  or 
upwards,  than  it  does  when  that  temperature  is  below  20^. 
Hence,  there  can  be  no  doubt  but  that  20°  is  above  the  optimum 
temperature  for  the  maintenance  of  the  proper  equilibrium 
between  oxidation  process  and  rootlet-growth.  According  to  the 
general  picture  presented  by  the  quotient  figures,  the  optimum 
temperature  for  the  preservation  of  the  due  equili- 
brium must  lie  at   16^  or,   at  most,   17*^. 

At  this  temperature  both  the  oxidation  process  and  the 
rootlet- growth  attain  their  highest  quantitative  values,  without 
any  change  in  the  equilibrium  between  them   (quotient  =  1.2). 

As  regards  temperatures  above  the  optimum,  it  is  true  that 
the  quantitative  values  for  the  two  physiological  processes  in- 
crease, namely  the  oxidation  process  up  to  26**  (or  perhaps  a  few 
degrees  higher)  and  the  rootlet-growth  at  least  to  20°;  but  at 
the  same  time  the  ratio  between  them  changes,  the  oxidation 
process  increasing  more,  or  decreasing  less,  than  the  rootlet- 
growth.  At  temperatures  lower  than  the  optimum,  the  quantita- 
tive values  for  both  processes  fall  off;  but  their  ecjuilibrium  re- 
mains unaltered.  However,  the  ([uestion  has  not  been  inquired 
into  at  temperatures  lower  than  14°.  It  may  be  that  still  lower 
temperatures  also  tend  towards  changing  the  equilibrium  between 
the  processes,  but  in  an  opposite  direction  to  that  which  takes 
place  at  temperatures  above  the  optimum:  The  oxidation  process 
is  probably  impaired  more  than   the  rootlet-growth. 

'j  The  fonnniion  of  carbonic  acid  constitutes  t)nly  a  jiart  of  the  oxidation  loss, 
kcj^arilini;  its  dependence  on  the  germination  temjierature,  I  may  refer  to 
some  prelimiii.iry  researches  of  K.  I'edersen:  —  See  Compi.  rend,  des 
Travaux  (ill  i.aixirat.  de  Carlsi)erg  1 ,  44(1878).  See  also  I).  Sch  li  1 1,  Wociien- 
schr.    f.    I>rauer.    4,   673  (1887). 
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The  aggregate  proteolytic  transformation  (Pp)  ex- 
hibits very  simple  and  perspicuous  results :  —  Those  obtained 
by  germinations  conducted  at  14°  and  16*^  are  quantitatively 
identical,  while  the  figures  arrived  at  in  the  experiments  made 
at  20''  and  26°  decline  as  the  temperature  rises.  Consequently, 
the  optimum  temperature  of  proteolytic  conversions 
(actions  of  proteolytic  enzymes)  lies  at  about  16^.  As  soon 
as  the  germination  temperature  exceeds  about  16",  the  proteo- 
lytic conversion  is  impaired.  An  inspection  of  the  action  of  each 
proteolytic  enzyme  separately,  gives  us  a  further  corroboration 
of  this  result,  since  it  is  found  that  both  the  peptic  and  tryptic 
action  have  their  optimum  between   14^  and    16^. 

Granting  that  the  root-growth  has  its  optimum  near  20",  it 
follows  that  the  rootlet-growth  and  the  formation  of  proteolytic 
enzymes  have  not  a  common  optimum  temperature,  as  they  might 
be  expected  to  have,  if  there  is  no  doubt  that  the  formation  of 
these  enzymes  is  solely  contingent  upon,  or  a  result  of,  the 
growth  and  development  of  the  rootlet.  Seeing  that  the  optimum 
temperature  for  the  maintenance  of  the  proper  equilibrium  be- 
tween root-growth  and  oxidation  coincides  with  the  optimum 
temperature  for  the  formation  of  proteolytic  enzymes  (about  16°), 
it  may  be  inferred  with  far  greater  probability  that  the  said 
formation  is  a  function  of  both  the  oxidation  and  the  rootlet- 
growth,  but  not  of  the  latter  alone-). 

The  albumin  dissolution  process  (see  column  N  in 
Table  LXI)  takes  exactly  the  same  course,  whether  the  germi- 
nation is  conducted  at  14*^  or  at  16°.  If  it  is  carried  on  at  20^, 
this  process  is  impaired  considerably^),  and  at  26°  still  more. 

If,  on  the  other  hand,  we  inquire  into  the  state  of  affairs 
with  regard  to  the  qualitative  aspect  of  proteid  transformation, 
it  will  be  sufficient  to  observe  that  at   14*^,   16"  and  20^  we  find 


^)  This  is  in  accord  with  W.  Palladin's  observation  that  proteid  decomposi- 
tion during  the  germination  of  the  wheat-grain  goes  on  differently  according 
as  the  germination  is  conducted  with  or  without  oxygen  (air).  In  the  latter 
case  only  a  little  asparagin  is  formed ,  whereas  in  the  former  case  a  larg 
(juantity  of  this  substance  comes  into  existence  —  see  Ber.  d.  deutsch.  bot. 
(ies.  6,    205  and  296  (1888). 

')  I'.  Bernier  arrives  at  a  similar  result:  He  finds  that  a  warm  malting  gives 
an  inferior  extract  yield  and  a  less  nitrogenous  wort  than  a  cold  malting  — 
see  Journal  du  Brasseur  1908,  p.  358;  from  Wochenschr  f.  Brauer.  25,  352 
(1908). 
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(Ai  +  An)  =  o  and  An  =  -f-  a.  Thus,  in  a!l  three  cases  we 
have  a  perfectly  normal  and  completed  proteid  trans- 
formation. At  26^,  on  the  contrary,  we  find  (Ai  +  Aji)  >  O 
or  perhaps  =  o,  and  An  >>  -f-  a,  which  means  that  the  albumin 
transformation,  and  probably  also  the  proteolysis,  have  not  been 
finished.  In  this  case  we  therefore  meet  with  an  in- 
complete proteid  conversion. 

Thus,  these  experiments  disclose  three  different  stages  in 
the  total  proteid  conversion :  — 

(i)  If  germination  is  conducted  at  14**  or  16*^,  the  albumin 
dissolution  process  [p  —  N)  attains  its  maximum,  and  at  the  same 
time  we  obtain  a  perfectly  normal  and  completed  proteid  con- 
version. 

(2j  If  germination  is  carried  on  at  20'',  the  albumin  dissolu- 
tion process  is  impaired ;  but  we  still  obtain  a  perfectly  normal 
and  completed  proteid  conversion  thus,  the  difference  between 
I   and  2  is  of  a  purely  quantitative  nature). 

(3)  At  26*^  all  the  proteid  conversion  processes  are  impaired, 
but  not  all  alike.  Accordingly,  we  neither  get  a  perfectly  finished 
nor  a  normal  conversion.  The  albumin  transformation  process 
(b  +  y),  and  perhaps  also  the  proteolysis  {6),  is  more  impaired 
than  that  of  albumin  dissolution   (/^). 

As  regards  the  quantitative  aspect  of  proteid 
conversion,  the  maximum  limit  of  the  optimum  tem- 
perature lies  in  the  vicinity  of  16^,  and  in  the  case 
of  the  qualitative  aspect  near  20'^.  If  the  latter  tem- 
perature is  exceeded,  the  proteid  conversion  is  not 
completed. 

If  we  cause  different  samples  of  one  and  the  same 
lot  of  barley  to  germinate  at  different  temperatures, 
the  malt  which  is  malted,  or  whose  germination  is 
effected  at  14^  or  16*^,  will  yield  a  wort  which  is, 
practically,  richer  in  nitrogen  than  one  which  is  malted 
at  20^.  If  the  germination  takes  place  at  a  still  higher 
temperature,  the  wort  will  contain  still  less  nitrogen; 
but  at  the  same  time  the  proteid  conversion  will  be 
incomplete  or  abnormal 

The  total  amount  of  acid  (S)  increases  a  lillle  from  14*' 
to  16*^;  but  afterwards  it  again  declines  appreciably  from  16"  to 
20",    and    still    more    so    from  20"  to  26".      During    the   first  four 
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days  of  germination,  however,  there  is  no  material  difference 
between  the  four  experiments.  The  optimum  germination 
temperature  of  acid  formation,  consequently,  lies  at 
about  \6^^j.  The  zero  of  acid  formation  is  not  affected 
to  any  conspicuous  degree  by  the  germination  tem- 
perature, at  any  rate  not  when  the  latter  is  comprised  between 
14O  and  26^ 

We  have  seen  in  what  precedes  that,  whether  the  germina- 
tion be  effected  at  14^  or  16°,  we  obtain  more  or  less  the  same 
values  for  each  individual  conversion.  Since,  moreover,  the  tem- 
perature 20*^  has  been  shown  to  be  superior  to  the  optimum 
temperature,  at  least  in  regard  to  some  of  the  conversions,  we 
arrive  at  the  principal  conclusion,  that  if  due  account  is  taken 
of  all  the  transformations  going  on  in  germination  (that  is,  of 
the  whole  course  of  germination),  we  may  with  equal  justice 
speak  of  an  optimum  temperature-zone  as  of  a  definite  optimum 
temperature.  The  optimum  temperature  must  be  estimated  at 
about  16",  whilst  the  optimum  temperature-zone  ranges  from 
about  14°  to  about  16°.  We  shall  see  later  on  that  this  optimum 
zone  must  be  extended  by  about  i  ^  on  each  side  —  see  p  342. 


If,  finally,  we  glance  at  the  practical  valuation,  we 
shall  find  here  again,  that  the  malts  germinated  at  14*^  and  16'^ 
must  decidedly  be  ranked  above  those  germinated  at  20*^  and 
26^,  in  that  the  malt  yield  of  barley  dry-substance,  the  extract 
yield  of  malt  dry-substance,  the  nitrogen  solubility  percentage 
and  the  clarifying  faculty  of  the  wort  turn  out  better  in  the 
former  than  in  the  latter  samples.  The  fact  is  that  these  par- 
ticulars show  the  samples  germinated  at  14°  and  16*^  to  possess 
a  better  solubility  and  to  be  capable  of  being  mashed  more 
satisfactorily  than  those  germinated  at  20°  and  26°;  and  also 
that  the  former  samples  have  not  been  exposed  to  any  unnecessary 
loss  in  malting  (loss  by  oxidation).  I  shall  not  engage  in  a  more 
detailed  account  of  these  facts  and  their  causes,  as  it  would  only 
lead  to  repetitions.  The  causes  have  been  set  forth  in  the  fore- 
going exposition  of  the  individual  conversions  and  their  relations 


*j  This  result  also  is   in  agreement  with   I'.   Bernier's  observations;   /.  c. 


to  one  another.  Only  in  regard  to  the  clarification  of  the  wort 
I  will  add  a  few  remarks:   — 

It  has  been  shown  above  that  the  total  proteid  conversion 
is,  qualitatively,  quite  satisfactory  after  lo  days'  germination  in 
the  samples  germinated  at  14*',  16°  and  20*'.  Seeing  now  that 
the  proteid  conversion  is,  quantitatively,  less  in  the  sample  ger- 
minated at  20°  than  in  those  germinated  at  14*^  and  16^,  it 
seems  rather  difficult  to  understand  how  the  clarification  of  the 
wort  could  be  exclusively  dependent  on  the  proteid  matters, 
most  likely  Albumin  1.  But  if  we  also  take  account  of  the  figures 
relating  to  the  acidity,  we  observe  that  the  malt  where  the  ger- 
mmation  was  effected    at  20"    has    an    appreciably    lower    acidity 

than    those   germinated    at    14°    and    16*^.     A   comparison    of  the 

S 
quotients         of  the  three  worts  shows  at   14*^  the  quotient  50,  at 

16''  53,  and  at  20*^  29.  I  question  whether  this  change  in  the 
ratio  of  acidity  and  Albumin  I  is  not  the  real  reason  why  the 
malt  prepared  at  20*^  gives  a  wort  that  does  not  clarify  so  well, 
as  those  originating  from  the  samples  germinated  at  14°  and 
16^.     At  all  events  it  is  difficult  to  assign  any  other  cause. 

It  is  still  to  be  remarked  that  the  germination  temperature 
(wheii  ranging  from  14°  to  26*^)  does  not  to  any  marked  degree 
affect  the  ratio  of  "Total  Ash"  and  "Soluble  Mineral  Constituents", 
but  that  the  velocity'  with  which  the  acrospire  deve- 
lops, manifestly  increases  with  the  temperature,  in 
that  the  tendency  to  produce  »hussars«  is  seen  to  grow  with 
the  latter. 

b)  Influence  of  Time  on  the  Transformations 
going  on  during  Germination. 

(Experiment  III,   p.   230.) 

The  influence  exerted  by  time  upon  the  various  transforma- 
tions taking  place  in  the  course  of  germination  is  manifest  from 
all  the  germination  experiments  described;  but,  since  my  object 
was  to  inquire  as  fully  as  possible  into  the  matter,  I  was  obliged 
to  extend  my  researches  into  that  very  stage  of  germination 
which  is  commonly  called  over-germination,  and  in  two  of  m\' 
experiments  (at  14°  and  20°)  I  therefore  continued  the  germina- 
tion for  so  long  a  time  that  the  samples  had  decidedh-  to  be 
called  over-germinated. 

21 


314 

If  then  I  should  define  explicitly,  when  I  am  to  declare  a 
malt  to  be  over-germinated,  I  must  express  myself  as  follows:  — 
If  a  barley  which  has  first  gone  through  a  normal  period  of 
germination  continues  germinating  so  long  that  the  root-growth 
comes  to  a  stop  or  nearly  so,  while  the  growth  of  the  leaflet  is 
prolonged  beyond  the  corn  length  (hussars),  then  we  shall  be 
justified  in  regarding  such  a  sample  as  over-germinated. 

After  12  days'  germination  the  sample  germinated  at  14^ 
showed  a  large  number  of  corns  with  a  vigorously  developed 
acrospire.  The  growth  of  the  rootlet  was  still  appreciable  from 
the  10"^  to  the  12"^  day.  The  sample  germinated  at  20^  had 
after  only  10  days  germination  many  corns  possessing  a  vigor- 
ously developed  leaflet;  but  the  rootlet  had  by  that  time  begun 
to  shrink.  After  another  2  days  germination  the  rootlet  quantity 
had  fallen  ofT,  whilst  the  leaflet  had  attained  a  still  higher  degree 
of  development. 

Accordingly,  we  shall  be  justified  in  considering  the  sample 
germinated  at  14''  as  over-germinated  after  12  days  ,  and  the  one 
germinated  at  20^  after   10  to   12  days    germination. 

Before  we  proceed  to  judge  of  the  experimental  materials, 
we  must  of  course  keep  in  mind  that  it  will  not  do  to  draw 
conclusions  by  comparing  figures  derived  from  one  experiment 
with  those  from  another,  since  the  materials  concerned  have  ger- 
minated at  different  temperatures.  We  have  seen  before  that  the 
conversions  are  quantitatively  aftected  by  a  difTerence  of  tem- 
perature like  the  one  in  question.  The  experiments  must  abso- 
lutely be  judged  of  separately;  but  they  must  give  the  same 
principal  result,  since  the  difference  of  temperature  between  them 
is  nut  so  great  as  to  be  able  to  bring  about  any  qualitative 
change  in  the  transformations  (the  sample  germinated  at  26^, 
which  was  malted  at  a  temperature  decidedly  higher  than  the 
optimum,   may  here  be  left  out  of  consideration). 

If  we  follow  the  quantitative  values  of  the  conversions  from 
one  stage  of  evolution  to  another  (Table  LXI,  p.  307;  14^,  16^, 
20*^),  we  shall  find  that  the  greatest  amount  of  decompo- 
sition or  conversion  work  is  accomplished  during  the 
first  four  days  of  germination,  both  in  regard  to  the 
carbohydrates  and  to  the  proteids^).    The  conversions  are 

^)  In  other  terms,    the  velocity  of  reaction    declines    with    the   lime  of  germina- 
tion,   reckoned   from    the  4tli   day. 
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then  continued  in  the  direction  taken  in  the  first  stage  of  ger- 
mination, up  to  the  lo'"!  day.  Throughout  this  period  the  proteid 
transformation  is  found  to  be  in  a  state  of  equilibrium,  since  we 
have  constantly  Ai  +  An  =  o  and  An  =  -r-  a.  Subsequently, 
until  the  12''^  day  of  germination,  we  find  that  the  conversion 
of  carbohydrates  begins  to  decrease  numerically,  for  the 
reason  that  a  certain  amount  of  substance  is  now  used  up  in  the 
building  up  of  the  new  vegetative  organs.  However,  the  equili- 
brium of  proteid  transformation  seems  to  remain  undisturbed; 
but  on  closer  inspection  a  certain  difference  will  be  found  to 
exist  between  the  equilibrium  by  which  the  conversion  from  o 
to  10  days  is  characterised  and,  on  the  other  hand,  that  peculiar 
to  O  to  12  days'  germination.  From  o  to  lo  days'  germination 
the  whole  amount  of  Albumin  II  is  by  little  and  little  converted 
into  Albumin  I;  if  germination  is  continued  beyond  lo  days,  this 
conversion  begins  to  take  the  opposite  direction,  the  quantity  of 
Albumin  II  commencing  to  increase  and  that  of  Albumin  I  to 
decrease.  This  contrast  between  proteid  conversion  in  a  normal 
germination  and  in  an  over-germination  may  be  expressed  by 
the  following  set  of  equations:  — 

Normal-germination:  Ai  -)-  An  =  O  and   ~  A//  =  +  A^. 
Over-germination  :       Ai  +  An  =  o  and    -f-  A//  =  s-  A/. 

The  result  that  the  reaction  +  An  =  -^  Ai  is  greater  after 
12  days'  germination  in  the  sample  germinated  at  20^  tlian  in 
that  germinated  at  14*^,  is  evidently  attributable  to  the  circum- 
stance that  the  former  sample  is  more  over-g(,'rminated  than  the 
latter.  It  will  further  be  observed  that  the  peptic  action 
does  not  increase  in  c»ver-germi nation,  whereas  the 
tryptic  action  keeps  on  increasing  —  perhaps  even 
more  during  over-germination  than  in  normal  germi- 
nation. If  we  reflect  how  it  is  with  natural  germination,  the 
result  arrived  at  cannot  surprise  us:  The  fact  is  that  the  young 
seedling  utilises  for  its  own  nourishment  all  the  spare  nutritive 
substances  present  in  the  grain,  and  among  them  the  insoluble 
proteid  substances;  but  for  these  latter  to  be  fully  utilised  in  the 
service  of  nutrition,  they  must  necessarily  be  transformed  into 
soluble,  less  complex  combinations  (amine-amid  combinations), 
which  cannot  he  done  without  the  intervention  of  (('rtain  agencies. 

'i'hc    initial    V(;locity    both    of   the    oxidation    process    and 

21'" 
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of  rootlet-growth  may  vary  somewhat  (with  the  temperature); 
but   both   processes    increase   during    germination    up  to  the   lo^'^ 
day.     In  over-germination,    on    the    contrary,    both  pro- 
cesses come  to  a  stop,  or  nearly  so.     As  the  experimental 
figures    relating    to   this    point    seem    to    contradict    each    other,  I 
would  add  here  a  few  remarks  with  the  object  of  explaining  the 
real  reason  why  it  is  so:  When  germination  is  conducted  at  14*^, 
the  rootlet  loss  shows  an  increase  of  2."]  gr.  from  the  10'''  to  the 
12''^  day  of  germination,    and   the    loss    by   oxidation    a    decrease 
corresponding   to   4.4  gr.     If,    on    the    contrary,    germination    be 
carried   on  at  20^,    the    case    is    entirely   the    reverse,    the    rootlet 
loss    declining    by    1.8  gr.   from    the   lo""  to   the   12'^  (j^y  of  ger- 
mination and  the  oxidation  loss  increasing  by  2  i  gr.    This  rather 
remarkable  fact  — -  which,    after   all,    is  only  uncommon  with  re- 
gard to  the  rootlet  loss  (whose  optimum  temperature,    according 
to  what  has  been  said   above,    is    not  exceeded  at  20  °)  —  is  to 
be  accounted  for  as  follows:  —  The  malt  prepared  at   14^  in  12 
days  contained  not  a  few  fairly  well  developed  leaflets  (hussars), 
which  in  the  course  of  kihiing  (at  45 '^  for  24  hours)    were  dried 
up  so  much    that   many    of  them   were    torn    off  along   with    the 
rootlets  and,  consequently,  weighed  as  rootlets.     The  number  of 
rootlets    was,    accordingly,    estimated   a    little    too    high    in    this 
sample.     In    the    malt   prepared    at   20^   during   12  days  we  had, 
it  is  true,   much  more  vigorously  developed    leaflets  than  in  that 
prepared  at   14^;    but   they    were    only   very    slightly  dried   up  in 
kilning  and,  therefore,  only  exceptionally  torn  off  with  the  radicles. 
It    is    also    to    be    noted    that   in    this   experiment   the    analytical 
figures    deviate    but    very   little    from   the    experimental  errors,  at 
any  rate  not  more  than  that  the  deviation  may  well  be  supposed 
to  be  attributable  to  the  circumstance  that  the  rootlet,   after  the 
growth  has  come  to  a  stop,  again  gives  up  part  of  its  substance 
(juice)    to   the    vegetative    organs,    which    now    begin    to    function 
vigorously.     Seeing   that,    according   to   the    mode    of  calculation 
used,  the  deviation  of  rootlet  loss  here  pointed  out  is  necessarih' 
liable  to  aft'ect   the    loss    b}^   oxidation  with  the  whole  of  its  nu- 
merical value,  I  believe  I  am  warranted  in  concluding  that  both 
the    oxidation   process    and    the    rootlet-growth    are   suspended  at 
the  moment  we  reach  the  stage  of  over-germination. 

Whether  the  ratio  between  oxidation  and  rootlet-growth  (the 

quotient   ~)    be    the    same    during  over-germination  as  in  normal 
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germination,  cannot  be  decided  with  absolute  certainty  just  on 
account  of  the  disagreement  already  pointed  out.  In  the  experi- 
ment carried  out  at  14^  it  looks  as  if  the  quotient  became  less, 
whereas  in  that  made  at  20**  it  appears  to  increase.  Here  it 
must,  however,  also  be  taken  into  consideration  that,  as  the 
temperature  of  germination  rises,  the  loss  by  oxidation  increases 
more  than  the  rootlet  loss  (see  p.  308).  If  due  allowance  is  made 
for  all  these  facts  as  also  for  the  analytical  error,  I  believe  that 
in  this  way  also  we  shall  be  justified  in  concluding  that  both 
the  oxidation  process  and  the  rootlet-growth  cease  at  the  same 
time  when  over-germination  commences,    which    implies  that  the 

quotient  =  continues  to  be  the  same  throughout  over-germination 

as   it  was  at  the  close  of  the  normal  germination. 

The  formation  of  acids  increases  with  time, 
whether  we  have  to  do  with  a  normal  or  an  over-ger- 
mination. 

Thus,  over-germination  causes  some  of  the  forces 
operating  in  normal  germination  (peptic  action,  rootlet- 
growth  and  physiological  oxidation  process)  to  suspend  their 
activity  in  whole  or  in  part,  while  others  (transformation 
of  carbohydrates,  and  of  Albumin  II  into  Albumin  I)  begin  to 
operate  in  an  opposite  direction,  whereas  only  two 
conversions  (tryptic  action  and  acid-formation)  go  on  in  the 
same  manner  and  in  the  same  direction  as  when  the 
germination  was  normal. 

The  practical  valuation  gives  no  information  as  to  whether 
the  samples  are  over-germinated  or  not;  yet,  it  appears  that  the 
over-germinated  samples  yield  inconsiderably  less  extract  than 
the  normally  germinated  ones. 

The  conclusions  here  drawn  are  in  perfect  accord  with  the 
decomposition  schedule  given  on  p.  275;  it  is  only  on  entering 
into  the  stage  of  over-germination  that  a  small  discrepancy  is 
met  with,  in  that  the  equation  -i-  An  =  -|-  Aj  (a  =  b)  changes  its 
sign  and   is  converted   into  -f  An  =  -=-  Aj^)  (b  —  al;    but    if   it  is 


')  The  conversion  eciualion  a  =^  1)  inusl  accordingly  be  written  a  .  b,  the 
upper  arrow  correspond iii!:;  to  the  state  of  thinjjs  occurring  in  a  normal  ger- 
mination, llic  lower  to  that  taking  place  in  over-gcriuinalion.  It  is  also  seen 
that  the  process  a  —  b  becomes  reciprocal  during  over-germination  earlier 
than  the  other  proteid  conversion  processes. 
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remembered  that  over-germination  means,  at  least  to  a  certain 
extent,  a  process  of  building  up,  whilst  normal  germination  re- 
presents throughout  a  series  of  demolition  processes,  the  deviation 
referred  to  cannot  cause  us  surprise,  nor  is  it  calculated  to  modify 
our  conception  of  the  germination  processes,  the  less  so,  as  over- 
germination,  in  accordance  with  its  name,  is  in  reality  outside 
the  range  of  the  malting  properly  so  called,  and  is  always  avoided 
as  far  as  possible  in  practice. 

Before  we  proceed  to  examine  into  the  velocity  of  the  par- 
ticular processes  during  germination,  I  must  premise  that  by 
velocity  of  reaction  I  understand,  in  this  connection,  the  mean 
velocity  during  twenty-four  hours,  without  any  regard  to  the 
temperature  of  germination.  It  must  also  be  observed  that  the 
mean  velocity  is  calculated  for  each  germination  period  separately, 
that  is,  for  o — 4,  4 — 7,  7 — 10  and  10—12  days'  germination. 
'Jable  LXII  sets  forth  the  values  of  the  velocities  thus  calculated 
for  the  processes  oxidation,  rootlet-growth,  aggregate  transforma- 
tion of  carbohydrates,  and  dissolution  of  albumins. 

The  oxidation  process  has  its  greatest  velocity  between 
the  4'h  and  7"^  day  of  germination,  whether  the  germination  takes 
place  at  14°,  16°  or  20°.  At  26^  the  maximum  is  attained  on 
one  of  the  first  four  days  of  germination  (which  of  them,  cannot 
be  ascertained),  after  which  period  the  velocity  declines  up  to 
the  7^1  day  and  then  again  increases  until  the  10'^  day.  It  would 
appear  that  this  latter  increase  is  due  to  an  oxidation  process 
of  a  very  different  nature  from  that  with  which  we  have  other- 
wise to  do  in  germination;  at  all  events  it  shows  that  the  tem- 
perature of  26°  gives  rise  to  certain  abnormal  phenomena,  so 
that  the  optimum  temperature  must  be  inferior  to  it.  The  mean 
velocity  of  the  oxidation  process  during  a  10  days'  germination 
increases  somewhat  with  the  germination  temperature,  and  at  an 
even  higher  rate  than  the  latter. 

The  rootlet  has  its  greatest  velocity  of  growth  between 
the  7'^  and  10"^  day  of  germination,  when  germination  takes 
place  at  14^  (the  maximum  is  probably  attained  soon  after  the 
7''^  day).  But  if  the  temperature  of  germination  be  16'',  it  ma\' 
be  inferred  from  the  sum  (I  +  R)  that  the  maximum  of  speed 
occurs  between  the  4"'  and  7''^  day  of  germination  (probably 
nearer  the  latter),  and  at  a  germination  temperature  of  20*^  or 
26^  the  maximum   is  met  with  between  the   F'  and  4'^  day.  The 
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TABLE  LXII. 


Tempe- 
rature 

Velocity  of  reaction  per  day 

> 

0      r- 

Sum  of 

I 

R 

Dd 

N 

of  Ger- 
mination 

I  +  R 

c 
0 

Kl    en 

75.  S. 
'S  "* 

G 

Rootlet 
loss 

Aggregate 
carbo- 
hydrate 
transform. 

z1 

14" 

0-4 

4—7 

7—10 

10 — 12 

A 
+  3 
+  3 
+  2 

1.58 
7.00 

6.33 
0 

0.35 

4-53 

3-47 

0 

1.23 

2.47 
2.87 
0.90 

2.og 

6355 
6.00 

1.87 
0 

0.26 

0.18 
0.02 
0.03 

Mean  velocity  after  lo     \ 
days'   germination            / 

4-^S 

2.J4 

27.78 

0.16 

i6» 

0—4 

4—7 
7—10 

4 
+  3 
+  3 

2.48 
9.40 
340 

— 

— 

65.15 
4.50 
103 

0.29 
0.12 
0.04 

Mean  velocity  after   lo      ) 
days'   germination            / 

4.8s             2.j6 

2.27 

27.72 

0.16 

20  0 

0—4 

4—7 

7—10 

10—12 

4 

+  3 

+  3 
+  2 

6.45 

6.63 

5-33 
0.15 

3-45 
4.07 

3-97 
0.70 

3.00 

2.57 

1-37 
0 

0.93 
0 

0 
0.05 

Mean  velocity  after   10       \ 
days'   germination             / 

6.17 

S-79 

2.38 

27-93 

0.12 

26" 

0—4 

4—7 
7—10 

4 

^-  3 

+  3 

8.43 
4-43 
4-3° 

4.78 
2.97 
4.37 

3-65 

1-47 

0 

66.43 
0.47 
0.97 

0.22 
0.03 
0.03 

Mean  velocity  after   10       ) 
days'   germination             / 

S-99 

4. II 

1.8S 

37.00 

O.IO 

mean  velocity  in  a  10  days'  germination  increases  a  little  with 
the  temperature  up  to  20*^  inclusively,  but  falls  off  if  the  tem- 
perature be  raised  higher  than  that. 

The  maximum  of  speed  for  the  total  transformation  of 
carl)o hydrates  always  occurs  between  the  P'  and  4"''  day  of 
germination,  The  mean  velocity  of  a  lO  days'  germination  pro- 
bably increases  a  little  as  the  temperature  rises  to  20^  inclusive; 
but  at  higher  temperatures  it  falls  off. 

The  process  of  albumin  dissolution  (N)  has  its  greatest 
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speed  between  the  P'  and  4'^  day  of  germination,  when  ger- 
mination is  conducted  at  temperatures  net  below  14".  The  mean 
velocity  of  a  10  days'  germination  is  the  same  at  14°  and  16*^, 
but  decreases  with  the  temperature  when  germination  is  con- 
ducted at  20*^  and  26". 

From  the  above  data  it  may  be  concluded  that,  among  all 
the  various  conversion  processes  occurring  in  the 
course  of  germination,  that  of  albumin  dissolution  is 
the  most  sensitive  to  the  temperature  of  germination, 
and  that  those  which  can  best  stand  considerable  variations  of 
temperature  without  being  impaired  are  the  oxidation  process 
and  transformation  of  carbohydrates. 

Since,  at  a  germination  temperature  of  14^'  or  16*^,  the  mean 
velocity  of  each  conversion  process  is  very  nearly  the  same,  the 
temperature  of  germination  may  well  be  said  to  have  no  proper 
optimum,  but  an  optimum  zone  ranging  from  about  14"  to  about 
16*^.  If  it  is  possible  to  fix  numerically  the  limits  of 
the  optimum  zone  in  regard  to  the  albumin  dissolution 
process,  we  have  —  according  to  the  results  just  set  forth  — 
at  the  same  time  established  the  limits  for  all  the 
conversion  processes,  seeing  that  these  bounds  can 
by  no  means  be  passed  without  disturbing  the  albumin 
dissolution  process  and,  consequentl}',  getting  an  in- 
complete conversion  of  proteids. 

In  order  to  ascertain,  if  possible,  where  the  minimum  and 
maximum  for  the  optimum  zone  are  situated,  it  was  necessary 
to  undertake  further  germination  experiments.  As,  however,  the 
material  I  had  worked  upon  had  by  this  time  been  used  up,  I 
had  to  work  on  another  lot  of  barley.  If  now  I  were  to  arrange 
my  new  experiments  on  the  same  plan  as  before,  1  should  have 
been  compelled  to  set  on  foot  a  rather  extensive  series  of  ex- 
periments. The  thought  then  struck  me,  that  it  would  be  pos- 
sible to  clear  up  the  question  by  means  of  three  germination 
experiments,  if  these  were  conducted  in  somewhat  different  man- 
ners in  respect  of  temperature.  In  the  case  of  one  of  them  I 
chose  to  induce  germination  at  a  very  low  temperature  (9^), 
causing  it  to  rise  subsequently  to  a  suitable  level,  not  ex- 
ceeding 20*^.  In  the  second  experiment  I  chose  the  opposite 
direction,  and  in  the  third  I  determined  on  conducting  the  ger- 
mination   at   a   constant  temperature  (14°)  throughout   the   whole 
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period.  In  all  three  experiments  I  intended  to  maintain  a  con- 
stant average  temperature  throughout  germination  [viz.,  14^). 
These  experiments  would,  moreover,  offer  the  advantage  of  en- 
abling us  to  obtain  some  insight  into  the  influence  exercised  by 
variations  of  the  temperature  upon  the  various  transformations 
taking  place  in  germination.  We  shall  later  on  have  to  deal  more 
in  detail  with  these  experiments  —  see  p.   339. 


In  this  connection  I  would  make  some  further  remarks  con- 
cerning the  occurrence  of  peroxydases  in  barley  and  malt,  taking 
the  term  peroxydase  in  the  sense  defined  by  the  researches 
previously  mentioned  of  Bach  and  Chodat.  Since  peroxydase 
acted  upon  by  peroxide  of  hydrogen  develops  active  oxygen,  it 
follows  that  this  system  will  give  the  well-known  colour-reaction 
with  an  aqueous  solution  of  guaiacol,  and,  consequently,  it  is 
an  easy  matter  to  follow  the  appearance  and  migration  of  perox- 
ydases during  germination.  In  this  colour-reaction  the  real  cata- 
lases  do  not  play  any  part,  since  catalase  in  contact  with  hy- 
drogen peroxide  develops  oxygen,  it  is  true,  but  only  molecular 
or  inactive  oxygen,  which  does  not  oxidise  the  guaiacol,  and 
therefore  does  not  produce  any  colour- reaction.  We  shall  go 
further  into  this  question   below. 

By  the  investigations  of  van  Laer  mentioned  above  it  has 
been  established  that  the  catalytic  action  increases  very  con- 
siderably during  germination,  but  is  afterwards  weakened  in  kiln- 
drying.  The  correctness  of  these  statements  has  been  confirmed 
by  several  of  my  experiments,  which  I  have  not  to  deal  with 
here.  Since,  however,  the  experiments  of  van  Laer  do  not  in- 
form us  whether  the  catalytic  effect  is  attributable  to  the  action 
of  peroxydases  or  to  that  of  real  catalases  or  perhaps  mixtures 
of  both,  I  thought  it  right  in  this  connection  to  undertake  some 
experiments  with  the  view  of  ascertaining,  if  possible,  whether 
barley  and  malt  contain  both  peroxydases  and  real  catalases,  or 
only  one  of  these  groups. 

In  order  to  get  this  question  answered,  I  tried  to  avail  m>'- 
self  of  the  behaviour  of  guaiacol  towards  active  and  inactive 
oxygen.  As  experimental  objects  I  used,  first,  saliva,  which  does 
not  give  any  colour-reaction  with  guaiacol  and  hydrogen  peroxide, 
but  develops    considerable    cinantitics    of   oxygen;    iurthcr    l),iilc\' 
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and  malt,  both  of  which  yield  an  intense  colour-reaction,  besides 
producing  abundant  quantities  of  oxygen.  Accordingly,  saliva  con- 
tains exclusively  catalases,  whereas  in  barley  and  malt  we  have 
peroxydases,  possibly  mixed  with  catalases.  My  experiment  rested 
throughout  on  the  hypothesis  that  guaiacol  binds  up  active  ox}'gen 
quantitatively,  but  is  not  acted  upon  at  all  by  inactive  oxygen. 
Hence,  if  we  cause  the  enzyme  mixture  to  act  upon  a  mixture 
of  hydrogen  peroxide  and  guaiacol  (both  in  excess)  and,  on  the 
other  hand,  exclusively  upon  an  excess  of  hydrogen  peroxide, 
the  result  would  be  that  in  the  former  case  a  quantity  of  oxygen 
corresponding  to  the  amount  of  catalase  alone  would  be  deve- 
loped, whereas  the  quantity  of  oxygen  formed  in  the  latter  case 
would  correspond  to  the  sum  of  catalase  and  peroxydase.  Al- 
though the  method  cannot  be  looked  upon  as  quantitatively 
exact,  we  might  expect  to  obtain  relatively  correct  information 
if  working  constantly  in  the  same  manner. 

The  proceeding  adopted  in  all  these  experiments  was  as 
follows:  —  About  0.5  gr.  of  barley  or  malt  (or  deficit  of  saliva) 
were  caused  to  react  for  2  hours  at  a  temperature  of  18 — 20'' 
with  50  cc.  of  distilled  water  and  5  cc.  of  hydrogen  peroxide 
{30  per  cent  of  H2O2)  with  or  without  addition  of  2  gr.  of  pow- 
dered guaiacol.  At  the  end  of  2  hours  the  amount  of  oxygen 
which  had  been  developed  was  measured,  and  the  volume  re- 
duced to  O^  and  760  mm. 

The  following  table  shows  the  results  of  a  series  of  experi- 
ments where  the  parallels  relate  to    the  same  quantity  of  matter 

TABLE  LXIII. 


Time  of  reaction 

Saliva 

Barley 

Malt 

Without 

2  hours 

I 

II 

III 

IV 

V 

enzyme? 

without  guaiacol.    .   . 
with  2  gr.  of  guaiacol 

32.8 
21.9 

41-3 
4-3 

52.0 
1-5 

54-3 
1.6 

44-3 
0.6 

34-2 
0.6 

152 

0.9 

0.6 

(enzymes)  and  the  same  ecjuation  of  reaction.  The  figures  indi- 
cate the  volume  of  oxygen,  in  cc,  developed  in  the  course  of 
2  hours  (measured  at  0°  and  760  mm.). 

First    it    is    to    be    observed    that   saliva    with    guaiacol    and 
hydrogen    peroxide    does   not    give    the    remotest    indication    of  a 
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colour-reaction,  whence  we  may  safely  infer,  I  believe,  that  the 
saliva  does  not  contain  any  peroxydases,  but  only  catalases  or 
catalytically  acting  enzymes.  From  the  two  figures  32.8  and  21.9 
we  may  draw  one  of  two  conclusions :  —  Either,  oxygen  cata- 
h'tically  split  off  must  be  partially  fixed  by  guaiacol,  or  else 
guaiacol  must  weaken  or  possibly  protract  the  catalysis.  That 
the  former  alternative  cannot  be  true,  must  surely  be  taken  for 
granted;  for,  if  it  were,  the  appearance  of  a  colour-reaction  would 
necessarily  be  the  consequence,  which,  as  we  have  seen,  is  not 
the  case.  Thus,  onl}'  the  possibilit}'  remains  that  guaiacol  is  apt 
to  either  impair  or  protract  catalysis.  In  order  to  ascertain  which 
of  these  latter  two  alternatives  is  correct,  the  time  of  reaction 
was  prolonged  to  48  hours.  At  the  end  of  this  period  saliva 
without  guaiacol  had  developed  38.0  cc.  of  oxygen,  and  saliva 
with  2  gr.  of  guaiacol  21.9  cc.  of  oxygen.  Hence  it  appears 
that  guaiacol  does  not  merely  protract,  but  positi\ely 
weakens  the  catalysis.  Consequently,  the  guaiacol  method 
does  not  answer  quantitatively. 

The  weakening  effect  exercised  by  the  2  gr.  of  guaiacol 
upon  the  catalases  of  saliva,  however,  appears  to  correspond  to 
one  third  of  the  total  catalytic  action.  Supposing  the  debilitating 
effect  of  guaiacol  to  be  the  same  in  all  the  experiments  tabulated 
above,  we  may  calculate  the  value  of  the  action  of  pure  catalase, 
and  then  arrive  at  the  following  figures  :  — 


TABLE  LXIV 

Saliva 

Barley 

Mall  kiln 

dried  in 

—  hours 

I 
at  45" 

I 
at  45" 

3 
3179" 

5 
at82« 

8 
3188" 

I 

II 

III 

IV 

V 

Peroxydase  action  .    . 
Catalase  action    .    .    . 

0 
1     32-8 

23.2 
I  S.I 

33-2 
18.8 

34-6 
19.7 

28.9 

154 

22.2 
12.0 

9.2 
6.0 

Although  these  are  onl\'  rough  estimates,  still  thc\'  show- 
that  barley  contains  both  peroxydases  and  real  cata- 
lases. Furthermore,  it  ma\'  be  concluded  with  a  fair  degree  of 
probability  that  the  quantity  of  real  catalases  does  not 
increase    in    ge  rin  i  ii;i  I  i  on  ,     l)iit    decreases    during    kiln- 
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drying,  and  further  that  the  quantity  (effect)  of  peroxy- 
dases  increases  in  germination,  but  falls  off  during 
kiln-drying;  it  will  be  seen  that  this  result  agrees  perfectly 
with  van  Laer's  statement,  referred  to  previously,  that  the 
catalytic  action  increases  in  germination  and  declines  in  kiln- 
drying,  —  with  this  restriction  that  what  van  Laer  terms 
"catalase"  corresponds  to  the  sum  of  peroxydase  and  catalase  in 
the  experiments  under  consideration. 

If  we  treat  a  transverse  section  of  a  ripe  barley-corn  for 
about  a  quarter  of  a  minute  with  a  watery  solution  of  guaiacol 
to  which  has  been  added  a  very  little  hydrogen  peroxide,  and 
if  then  we  examine  the  corn  macroscopically  after  washing  it 
several  times  with  distilled  water,  we  shall  find  that  the  per- 
oxydases  have  their  principal  seat  in  the  periphery  of 
the  corn,  round  the  ventral  furrow  and  in  the  germ^). 
The  cell-layers  lying  nearest  the  husk,  that  is,  the  cells  parti- 
cularly rich  in  proteid  matters,  yield  the  most  intense  peroxydase 
reaction.  The  endosperm  itself  certainl}'  also  gives  a  slight 
colour-reaction  (rose-colour),  but  this  is  probabl}'  due  to  a  se- 
condary action.  Since  the  peroxydases  of  the  barley-grain  are 
not  completely  insoluble  in  water,  the  fact  that  the  endosperm 
assumes  a  faint  reddish  tint,  even  if  it  does  not  contain  per- 
oxydases, is  easily  explained.  If  it  did  contain  the  enzyme  in 
appreciable  quantity,  the  colour  would  necessarily  be  far  more 
intense  than  it  is.  If  we  follow  the  displacement  of  the  per- 
oxydases during  the  germination  of  the  corn,  we  find  that  they 
soon  make  their  appearance  throughout  the  endosperm,  and  that 
the  root  in  all  the  stages  of  its  growth  is  very  rich  in  these 
enzymes.  On  the  contrary,  I  have  never  been  able  to  find  any 
peroxydase    in    the    full-grown    leaflet    (attaining    five    times   the 


"■)  i^.  Griiss,  by  means  of  the  guaiac  hydrogen-peroxide  reaction  made  similar 
observations  in  regard  to  the  occurrence  of  diastase  in  barley-  and  malt- 
grains  —  see  Wochenschr.  f.  Brauer.  13,  729  (1896).  Whether  these  colour 
reactions  are  ultimately  to  be  interpreted  as  real  enzymic  reactions,  is  a 
separate  question,  hr.  Pawlewski  is  right  in  asserting  that  they  can  be 
produced  by  numerous  oxidants;  at  the  same  time,  however,  the  action  of 
peroxydases  and  catalases  upon  the  systems  "guaiac  hydrogen-peroxide"  and 
'■guaiacol  hydrogen-])eroxide"  is  in  all  likelihood  to  be  ascribed  to  atom 
groups  (possessing  oxidising  properties)  of  the  same  or  a  similar  molecular 
structure  as  the  substances  mentioned  by  Pawlewski  —  see  Her.  d.  deutsch. 
chem.   Ges.  30.  1313  (1897). 
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corn-length).     It   thus   appears    that  in  the  course  of  germination 
the  peroxydases  are  partially  converted  into  a  soluble  form. 

The  fact  observed  that  the  rootlet  is  rich  in  peroxy- 
dases, whilst  the  leaflet  is  utterly  destitute  of  these 
enzymes,  shows  plainly  enough  what  contrast  there  is  between 
these  two  organs,  and  it  also  shows  that  we  have  some  reason 
to  expect  that  we  shall  meet  with  other  conversions  in  the 
course  of  the  growth  of  the  leaflet  (formation  of  hussars  or  over- 
germination)  than  during  that  of  the  rootlet. 

c)  Conditions  of  Moisture  and  their  Influence  on  the 
Conversions  taking  place  in  Germination. 

(Experiment  IV,   p.    230.) 

The  last  column  of  Table  XXIII,  p.  234,  indicates  the  per- 
centage of  water  contained  in  the  germination  sample  concerned, 
at  the  moment  when  it  is  taken  out  of  the  germinating  apparatus. 
Although  by  feeling  the  samples  there  could  be  no  doubt  but 
that  the  difference  in  their  degree  of  moisture  was  pretty  con- 
siderable, yet  —  on  account  of  the  very  inconsiderable  difference 
in  the  real  amount  of  water  —  we  must  be  prepared  to  meet 
with  comparatively  small  variations  when  we  shall  have  to  inquire 
into  the  quantitative  values  of  the  conversion  going  on  within 
the  germinating  barley.  These  experiments  are  therefore  only 
calculated  to  show,  in  what  direction  the  various  conversions  are 
affected  by  the  conditions  of  moisture  obtaining  during  ger- 
mination. 

It  appears  from  the  figures  denoting  percentage  of  water 
that  the  amount  of  water  increases  throughout  germination.  In 
the  material  whose  germination  was  effected  "below  normal 
moisture",  the  increase,  from  the  4'^  to  the  10*''  day  of  germina- 
tion, amounts  to  2.6  per  cent,  and  in  that  germinated  with 
"normal  moisture"  to  4.1  per  cent.  Hence  it  is  evident  that 
part  of  the  water  formed  by  the  physiological  process  of  oxidation 
is  retained  in  the  germinating  corn,  a  fact  which  is  obviously 
due  to  the  circumstance  ihat  the  decomposition  products  formed 
during  germination  are  more  h\groscopical  than  the  substances 
or  substance  groups  existing  in  the   barley-grain   itself. 

Table  LXV  shows  that  both  the  aggregate  conversion 
(So)  and  the  aggregate  transformation  of  cin  boind  rates 
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(Dd)  are  impaired  not  only  when  the  steeped  corn  is 
dried  up  (below  normal  moisture),  but  also  when  it  is  sup- 
plied with  too  large  an  amount  of  moisture  (over-normal 
moisture).  Making  proper  allowance  for  the  analytical  errors, 
the  weakening  will,  moreover,  be  found  to  have  the 
same  numerical  value,  whether  the  germination  be 
effected  with  a  deficiency  or  an  excess  of  moisture. 

It  is  exactly  the  same  with  the  rootlet-loos  (R).  The 
loss  by  oxidation  (I)  is  also  affected  by  the  conditions  of 
moisture;  though  in  a  somewhat  different  manner  from  the  root 
growth,  as  this  process  (I)  is  manifestly  impaired  more  by  a  ger- 
mination conducted  with  deficiency  than  by  one  effected 
with  an  excess  of  moisture;  but  in  either  case  a  weakening 
occurs.  As  a  necessary  consequence,  the  ratio  between  the  two 
physiological  processes  (oxidation  and  root  growth)  proves  also 
to  be  influenced  by  the  conditions  of  moisture  in  which  the  ger- 
mination takes  place.  By  the  quotient  -,  which  gives  a  mathe- 
matical expression  for  this  relation,  it  appears  that  the  process 
of  oxidation  is  impaired  more  than  the  rootlet-growth 
by  too  dr}'  a  germination,  whereas  both  processes  are 
equall}'  weakened  when  germination  is  conducted  with 
an  excess  of  moisture. 

The  peculiarity  here  pointed  out  in  the  relation  between  the 
two  physiological  processes  may  perhaps  excite  some  astonish- 
ment. But  does  it  not  tally  perfectly  well  with  certain,  well- 
known  facts  in  the  economy  of  nature.'  When  a  seed  germinates 
in  the  ground,  it  is  a  recognised  fact  that  the  growth  is  checked 
not  only  when  it  is  dried  up  too  much,  but  also  if  it  be  sup- 
plied with  too  large  an  amount  of  moisture.  In  the  former  case 
the  root-growth  suffers  the  least  weakening,  as  the  seed  will 
quite  naturally  seek  to  remedy  the  deficiency  of  moisture  ob- 
taining in  the  upper  layers  of  earth,  by  devoting  all  its  energy 
to  developing  the  root  as  quickly  as  possible,  to  such  a  degree 
that  it  may  reach  down  into  the  deeper  and  therefore  moister 
layers. 

In  this  connection  a  further  question  arises :  —  Will  it  be 
possible  to  reduce  the  degree  of  moisture  sufficiently  low  to 
permit  of  the  development  of  the  root  being  brought  to  a  satis- 
factory close,  and  will  it  be  possible    at  the  same  time  to    com- 
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pletely    suppress,     or    almost    so,     the    ph\^siological    process    of 
oxidation? 

Even  if  this  question  could  be  answered  decidedU"  in  the 
affirmative,  it  would  —  in  spite  of  the  fact  that  the  malting  loss 
might  in  this  way  be  considerablx  diminished  —  be  of  no  prac- 
tical significance  at  all  in  the  manufacture  of  malt,  as  we  should 
get  the  proteid  conversion  accomplished  only  after  a  very  long 
germination  period,   if  at  all. 

However,  the  question  formulated  above  does  possess  some 
significance,  since  it  would  be  of  a  certain  interest  from  a  phy- 
siological point  of  view  to  ascertain  whether  the  root-growth  is 
an  isolated  vital  process,  or  whether  it  stands  in  a  certain  rela- 
tion to  the  physiological  oxidation  process.  The  germination 
experiment  under  consideration  does  not  enable  us  to  give  a 
satisfactory  answer  to  this  question;  nor  do  those  previously  de 
scribed.  The  fact,  however,  that  there  is  a  tendencx'  during  ger- 
mination to  attain  a  state  of  fairly  constant  equilibrium  between 
the  two  processes  (root-growth  and  oxidation)  certainl\-  favours 
the  belief  that  they  are  dependent  on  each  other.  But  we  can- 
not expect  to  obtain  a  definite  answer,  supported  by  experimental 
evidence,  until  we  come  to  treat  of  the  question  as  to  the  in- 
fluence exerted  by  the  quantity-  of  air  upon  the  germinative 
conversions  —  see  p.  330. 

If  now  we  direct  our  attention  to  the  proteid  transfor- 
mation taking  place  in  the  course  of  germination,  it  will  be 
noticed  at  once  that  the  column  (N)  throughout  the  table  is 
identical  with  the  column  (P  +  T),  apart  from  a  slight  tendency 
towards  N  >•  P  +  T  when  the  germination  takes  place  in  ab- 
normal conditions  of  moisture.  On  the  other  hand,  if  we 
consider  Albumins  I  and  II  singly  and  in  their  relation  to  each 
other,  we  meet  with  a  well-marked  difference  between  the  three 
experiments,  in  that  Albumin  I  increases  and  Albumin  II  de- 
creases during  germination  if  the  latter  is  conducted  with  nor- 
mal moisture,  whereas  the  quantit}'  of  both  albumins  remain 
practically  unaltered  if  germination  is  carried  on  under  abnor- 
mal conditions  of  moisture.  Hence  the  conclusion  may  be  drawn 
that  the  albumin  transformation  process  is  weakened 
both  l)y  too  dry  a  germination  and  by  one  which  is  too 
wet,  without  the  equilibrium  between  the  albumin  dis- 
solution process  and  the  proteoh'tic  decomposition  be- 
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ing  disturbed.  It  is  to  be  added,  however,  that  a  particularly 
dry  germination  will  in  all  probability  diminish  the  peptic  action  to 
such  a  degree  as  to  alter  the  mentioned  equilibrium  also,  so  that 
we  get  N>>P-f-T.  The  albumin  dissolution  process  is 
not  quantitatively  affected  by  the  conditions  of  mois- 
ture obtaining  during  germination.  Of  course,  this  is 
true  only  within  certain  limits. 

It  will  be  noticed  that  what  is  here  pointed  out  in  relation 
to  albumin  transformation  answers  broadly  to  the  statements  made 
a  pi'opos  the  steeping  experiments  —  see  p.  300. 

Also  in  regard  to  the  formation  of  acid  we  meet  with  a 
state  of  things  offering  a  close  analogy  to  the  results  of  our 
steeping  experiments.  In  a  germination  carried  on  under  ab- 
normal conditions  of  moisture  the  acid- formation  pas- 
ses through  its  zero  somewhat  later  than  it  does  in  a 
germination  conducted  with  normal  moisture.  Quan- 
titatively, the  ultimate  result  will  be  the  same  whether 
the  germination  be  effected  in  normal  or  abnormal 
conditions  of  moisture. 

Although  the  practical  valuation  does  not  exhibit  any 
noteworthy  difference  between  the  three  malts,  the  majorit}'  will 
be  apt  to  declare  the  sample  malted  in  normal  conditions  of 
moisture  to  be  the  best,  for  the  reason  that  it  is  here  we  find 
the  highest  yield  of  extract,  and  in  spite  of  the  circumstance 
that  in  this  very  sample  we  have  also  the  greatest  malting  loss. 
All  three  samples  give  a  very  satisfactory  clarification  of  the  wort. 

Finally,  it  is  to  be  observed  that  too  high  a  degree  of 
moisture  during  germination  is  liable  to  further  the 
development  of  the  acrospire  (formation  of  hussars  or  over- 
germination  i. 

To  sum  up,  our  observations  lead  to  the  principal  result 
that  abnormal  conditions  of  moisture  during  germina- 
tion are  apt  to  prejudice  the  transformation  of  carbo- 
hydrates, the  oxidation  process,  the  rootlet-growth 
and  the  albumin  transformation  process.  By  too  dry 
a  germination  the  oxidation  process  is  im})airecl  more 
than  the  rootlet-growth,  whilst  a  too  moist  germination 
weakens  both  equally. 
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The   figures  indicate  the  extent  of  conversion  attained  wit} 
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d)  Influence  of  the  Quantity  of  Air  (Oxygen) 
on   Germinative  Conversion. 

(Experiment  V,   p.    236.) 

An  inspection  of  the  figures  in  Table  LXVI  will  show 
immediately  that  the  conversion  of  carbohydrates  and  proteids, 
as  well  as  the  oxidation  process  and  rootlet-growth,  are  preju- 
diced according  as  the  renewal  of  air  is  reduced,  even  though 
cause  and  effect  are  not  perfectly  proportional.  On  account  of 
this  uniformity  in  the  mode  of  action  of  the  germinating  factor 
considered,  the  whole  of  the  quantitative  aspect  of  the  question 
may  be  summed  up  by  this  simple  theorem  that  too  small  a 
supply   of  air    (too  weak  oxygen  tension)    during    germina- 
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tion  is  apt  to  impair  the  internal  and  external  mecha- 
nism of  the  whole   germination. 

It  thus  only  remains  to  be  examined  whether  too  slight  a 
ventilation  be  also  able  to  alter  the  ratio  between  the  processes 
which  under  normal  conditions  exhibit  definite  relations,  notably 
that  between  oxidation  and  root-growth  and  between  the  three 
proteid  conversion  processes. 

Since   the    quotient  ^  is  almost    identical    in  all  three  ex- 
K 

periments  (after  10  days'  germination),  the  renewal  of  air  (oxygen 
tension)  does  not  to  ain-  appreciable  degree  atfcct  the  relation 
between  oxidation  process  and  rootlet-growth ;  the  oxidation  pro- 
cess, however,  is  sensibly  protracted,  if  the  oxygen  tension  be 
too  low.     Now   if  the   rootlet-growth    is  an  isolated  vital  process 
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quite  independent  on  the  physiological  oxidation  process,  there 
is  not  the  slightest  reason  to  expect  this  new-formation  to  be 
weakened  or  protracted  by  a  diminished  air-renewal,  whilst  it  is 
not  surprising  if  the  oxidation  process  is  weakened. 

Only  on  the  assumption  that  there  exists  a  certain  fixed 
relation  between  the  rootlet-growth  and  the  physiological  oxida- 
tion process  will  it  be  possible  to  understand  the  experimental 
results  here  discussed,  and,  consequently,  these  in  reality  go  to 
prove  that  —  at  any  rate  as  far  as  barley  is  concerned^)  - 
there  exists  a  certain  regular  interdependence  between 
the  rootlet-growth  and  phj-siological  oxidation.  As 
has  been  pointed  out  before,  this  relation  may  be  expressed  by 
a  definite  quotient.  The  latter,  however,  is  not  absolutely  con- 
stant, but  may  vary  within  certain  limits,  just  as  it  may  also  be 
influenced  by  various  agencies,  such  as  the  time  (see  p.  315)  and 
temperature  of  germination  (see  p.  309),  and  the  conditions  of 
moisture  obtaining  during  germination  (see  p.  326  and  298  , 
whether  the  change  occurring  in  these  conditions  be  due  to  the 
manner  in  which  the  germination  has  been  going  on  or  to  a 
wrongly  conducted  steeping  process  (under-  or  over- steeping). 
We  shall  also  see  further  on  that  different  crops  give  or  may 
give  different  quotients  (se  Tables  LXX,  LXXI  and  LXXII,  pp. 
349,  354  and  360). 

As    regards    the    qualitative    aspect    of    proteid    con- 
version, the  following  peculiarities  are  met  with. 

In  the  two  experiments  in  which  germination  was  conducted 
with  too  feeble  a  renewal  of  the  air  (too  weak  oxygen  tension 
we  find:  Ai  +  An  ,">  O  and  An  >  -i- a,  while  germination  with 
excess  of  air  gives  Aj  -f  An  =  O  and  An  =  -r-  a.  Thus,  in  the 
former  case  both  the  albumin  transformation  process 
and  proteolysis  are  weakened,  whereas  with  an  excess  oi 
air  we  obtain  a  perfectly  normal  proteid  conversion.    This   result 


^)  T.  Takahashi  mentions  that  rice  can  germinate,  at  least  to  a  certain  point, 
without  the  air  having  access  to  the  corns  —  see  Chem.  Central-Bit.  1 905, 
I  p.  1474  (The  original  pajier,  Hull,  of  the  College  of  Agric.  Tokyo  6,439- 
was  not  at  my  disposal).  E.  Demoussy  also  found  that  rice  does  not  re 
<iuire  the  jiresence  of  air  (oxygen)  to  germinate  —  sec  Compt.  rend.  d.  I'Acad. 
des  scienc.  145,  1194  (1907).  On  the  influence  of  carbonic  acid  tension 
on  germination,  I  may  refer  to  H.  Jaeschin:  Wochenschr.  f.  Brauer.  11, 
473  (1894). 
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furnishes  additional  proof  that  proteolytic  decomposition  is  pre- 
ceded by  a  transformation  or  reaction  which  can  only  be  cha- 
racterised as  a  dissolution  process.  The  real  nature  of  the  latter 
eludes  definition;  only  this  much  can  be  established  with  cer- 
tainty that  it  does  not  manifest  itself  as  a  proteolysis  properly 
so  called,  as  it  does  not  give  rise  to  either  peptic  or  tryptic  de- 
composition products. 

In  order  to  prevent  the  results  relating  to  the  4'''  day  of 
germination  from  giving  rise  to  misconceptions,  it  is  to  be  ob- 
served that  the  reasori  why  they  evince  a  practically  normal 
quality  of  proteid  conversion  obviously  lies  in  the  circumstance 
that  after  4  days'  germination  at  14^  we  are  still  in  presence  of 
only  an  incipient  germination,  in  which  the  process  of  oxidation 
has  barely  commenced.  Consequently,  we  have  after  all  had  a 
fairly  —  or  perhaps  perfectly  —  normal  oxygen  tension  during 
the  first  four  days  of  all  three  experiments.  Moreover,  this  re- 
mark does  not  apply  to  this  germinating  factor  alone,  but  surely 
also  to  by  far  the  greatest  number  of  those  mentioned  previously. 
Evidently,  so  long  as  germination  is  only  in  an  embryo  state, 
any  given  change  bearing  on  one  of  the  germination  factors  is 
far  from  exercising  such  an  influence  on  the  various  conversions 
as  later  on,  when  germination  is  in  full  play. 

Since  all  the  conversion  processes  are  weakened,  if  the 
oxygen  tension  is  lowered,  it  is  not  to  be  wondered  at  that 
acidification  is  also  impaired,  as  appears  by  column  (S). 

Thus  we  see  that  a  too  low  oxygen  tension  during 
germination  (/.  e.,  an  unsatisfactory  renewal  of  the  air)  will 
not  only  impair  all  the  conversion  processes  quantita- 
tively, but  will  also  qualitatively  affect  the  entire 
proteid  conversion  to  such  an  extent  that  neither  al- 
bumin trans  formation  nor  proteolysis  can  come  to  a 
close.  Hence,  a  malt  prepared  under  such  conditions  will  al- 
ways be  certain  to  contain  Albumin  II. 

Judging  by  the  result  of  a  practical  examination,  every 
one  will  without  doubt  give  preference  to  the  sam})lc  malted 
with  excess  of  air,  rather  than  to  the  other  twd.  The  xaluation 
will  be  more  difficult,  if  it  is  only  a  question  of  deciding  whether 
e.  g..  the  intermediate  sample  (germinated  with  the  theoretically 
necessary  amount  of  air)  is  to  be  characterised  as  indifferent, 
good    or    very  good.     The    \  ield    in    extract    is    good    or    very 
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good,  the  malt  yield  excellent;  but  the  clarifying  faculty  of  the 
wort  not  quite  satisfactory.  Accordingly,  there  would  possibly  be 
a  general  agreement  to  characterise  the  sample  as  a  malt  of 
middling  quality.  The  case  will  be  entirely  altered,  if  at  the 
same  time  we  learn  that  the  sample  contains  Albumin  II  (in 
other  words,  has  undergone  an  incomplete  proteid  conversion). 
I  question  whether  on  receipt  of  this  information,  most  people 
would  not  rather  feel  inclined  to  characterise  the  malt  as  aal 
indifferent  sort. 

Thus,  a  common  malt  analysis  cannot  in  this  easel 
either  procure  the  information  requisite  to  allow  ofaj 
trustworthy  estimate  of  the  qualit\'  of  malt. 

e)  Influence  of  Light  on  Germinative  Conversion. 

(Experiment  VI,    p.  236). 

This  question  has  been  very  often  discussed  in  recent  publi- 
cations; but  all  the  results  arrived  at  by  different  searchers  almost 
invariably  point  in  the  same  direction,  viz.,  that  light  01  absence 
of  light  does  not  matter  very  much  in  regard  to  the  change  of 
matter  taking  place  during  the  germination  of  the  seed. 

A.  Pauchon^)  asserts  that  light  promotes  the  absorption  of 
oxygen  (hence  the  oxidation),  and  P.  BecquereP)  arrives  at 
the  same  result.  W.  Palladin^)  finds  that  a  germination  without 
light  is  apt  to  demolish  the  proteid  substances,  whilst  a  germi- 
nation with  access  to  light  will  regenerate  them.  According  to 
E.  Schulze^)  the  amount  of  cholesterin  increases  when  germi- 
nation takes  place  in  the  dark.  From  the  investigations  of  R. 
Green^),  G.  Dreyer  and  O.  Hanssen^)  it  appears  that  espe- 
cially violet  and  ultra-violet  light  has  a  weakening  influence  on 
certain  enzymes.  Amongst  other  researches  on  this  subject,  some 
made  b\'  J.  Vand  e  velde'':  also  deserve  to  be  mentioned,  their 
prmcipal  result  being  that  light   has   no    influence  on  the  germi- 


*■)  Compt.  rend.  d.  I'Acad.  des  scienc.  91,   692  ;i88o). 

''),Ibid.  143,   974  (1906). 

')  Ber.  d.  deiitsch.  bot.  Ges.  7,    128  (1889). 

*)  Zeitschr.  f.  physiol.  Ch.  14,  491   (1890). 

^)  Annals  of  Botany  8,   370  (1894;. 

®)  Compt.  rend.  d.  I'Acad.   des  scienc.  145,    564  ^1907). 

')  Bot.  Central-lilt.  69,   337  (1897). 


335 

nation  itself.  Finally,  it  has  been  shown  by  M.  Koernicke^) 
that  both  Rontgen  rays  and  radium  rays  exert  a  checking  action 
on  germination.  If  the  irradiation  has  not  been  sufficiently  in- 
tense, the  weakening  is  only  transitory.  It  is  to  be  noted,  how- 
ever, that  the  experiments  referred  to  were  not  all  of  them  made 
on  barley,  so  that  they  do  not  furnish  us  with  direct  evidence 
as  to  the  operation  of  this  germination  factor  in  the  case  of  this 
cereal. 

During  my  own  experiments  the  deviation  in  respect  of  the 
agency  under  consideration  was  almost  as  great  as  was  practi- 
cable; nevertheless,  as  appears  by  Table  LXVII,  the  change  of 
matter  was  hardly  affected  to  any  perceptible  degree.  Making 
proper  allowance  for  analytical  errors,  we  find  only  three  points 
where  the  quantitative  aspect  of  the  changes  is  influenced  by 
the  conditions  of  illumination,  namely  the  total  conversion, 
the  aggregate  carbohydrate- conversion  and  the  oxida 
tion  loss.  Moreover,  the  very  fact  that  the  quantitative  changes 
are  very  minute  in  all  three  points,  warrants  the  conclusion  that 
the  conditions  of  illumination  play  quite  a  secondary  part  in 
regard  to  the  changes  taking  place  in  germination.  At  most, 
the  forces  acting  upon  carbohydrates  and  the  physio- 
logical oxidation  may  be  said  to  be  a  little  weakened 
by  the  operation  of  light,  whilst  the  quantitative  aspect  of 
proteid  conversion  is  not  found  to  be  affected  at  all. 

The  values  of  the  quotient  -  lead  to  the  assumption  that 

light  has  an  injurious  effect  on  the  physiological  oxidation,  but 
not  on  the  rootlet-growth,  since  the  quotient  becomes  less  ac- 
cording as  the  illumination  gains  in  intensity.  However,  I  have 
some  hesitation  in  drawing  this  conclusion,  seeing  that  the  table 
shows  at  the  same  time  that  light  tends  in  a  marked  degree  to 
further  the  growth  of  the  acrospire  (hussars).  We  have  seen  in 
what  precedes  that  a  malt  containing  a  large  number  of  full- 
grown  leaflets  (hussars)  gives  nearly  always  somewhat  too  high  a 
figure  for  root-loss,  a  few  of  them  being  torn  off  together  with 
the  rootlets  and  therefore  included  in  the  rootlet-loss.  Now  since 
the  oxidation  loss  is  estimated  as  the  diflerence  between  the 
total  malting  loss  and  the  rootlet-loss,  it  follows  that  under  these 
conditions   it  will   be   under-estimated    in    the    same   proportion  as 

^)  Ucr.  (1.  (k'Utscl).  hot.  Ges.  22,    14S  .ind    155   (1904). 
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the  rootlet-loss  is  over-estimated,  and  it  is  without  doubt  this 
very  error  that  recurs  in  the  above  alteration  in  the  ratio  of 
oxidation    loss  and  rootlet-loss.     Add    to    this    the    fact    that    the 

quotient  —  declines  from   the  7''^  to    the    lO'*"  day  of  germination 

in  the  case  of  both  the  germinating  samples  illuminated,  which 
doubtless  proves  that  after  lo  days'  germination  both  have 
entered  upon  the  stage  of  over-germination. 

Accordingly,  the  only  conclusion  I  feel  justified  in  drawing 
from  these  observations  is,  that  light  has  a  slightly  weaken- 
ing effect  both  on  the  oxidation  process^)  and  on 
the  rootlet-growth,  yet  without  changing  the  ratio 
between  them. 

A  general  view  of  the  qualitative  aspect  of  proteid  conver- 
sion in  the  three  experiments  may  be  most  easily  obtained  by 
considering  the  following  synopsis:  — 

Without  access  to  light  we  fmd:  A[  +  An  =  o  and  An 
=  -r-  a. 

In  dispersed  daylight  we  find:  Aj  +  An  ==  O  and  An  = 
-^  a  or  possibly  An  >■  -^  a. 

In  partial  sunlight  we  find:  Ai  +  An  =  o  and  An  >  -r-  a. 

Thus,  proteolysis  is  found  to  be  completely  at  an  end  in 
all  three  cases,  whereas  the  transformation  of  albumins  is 
incomplete  in  the  sample  intensely  illuminated,  almost  incomplete 
in  the  one  faintly  illuminated,  and  completely  finished  in  the  one 
not  illuminated  at  all.  Hence  it  appears  that  light  exerts  an 
injurious  effect  on  the  albumin  transformation  pro- 
cess; but  it  is  to  be  observed  that  only  an  intense  illumination 
(direct  sunlight)  brings  about  a  noticeable  weakening. 

After  all,  we  here  meet  with  the  same  state  of  affairs  as 
was  mentioned  a  propos  over-germination  (see  p.  317),  viz..  that 
the  process  -f- A[i  —  +  Ai  becomes  reciprocal,  so  that  we  get 
-i-  Ai  =  +  An,  from  which  the  conclusion  can  be  drawn  that 
the  influence  exerted  by  light  on  the  changes  taking 
place  in  germination  rests  on  the  circumstance  that  it 
promotes    the    development   of  the  acrospire"-)  and,  con- 


*)  This  result  does  not  ai^rcc   with   th.-it   arrived   at   by   I'aiichoii  and    Hcc»|ue- 

rel    —   I.e. 
-')  'I'lius,    my  c.xpfriincnts    serve    to    confirni    the    correctness  of  the  observations 

made   Ijy    I'alladin   —  I.e. 


sequently,  carries  the  malt  into  the  stage  of  over-ger- 
mination at  a  quicker  rate  than  would  be  the  case  if 
the  germination  were  conducted  altogether  in  thedark. 

As  will  be  seen,  light  does  not  affect  the  formation 
of  acid. 

What  has  been  mentioned  above  will  show,  that  in  regard 
to  the  practical  valuation  there  cannot  be  said  to  be  any 
material  difference  between  the  three  malts,  even  though  most 
people,  on  the  basis  of  the  development  of  the  acrospire  and  the 
clarifying  faculty  of  the  wort,  may  be  inclined  to  prefer  the 
sample  malted  without  access  to  light. 

fj  Influence  of  Atmospherical  Pressure  on 
Germination. 

If  I  have  not  undertaken  any  research-work  with  regard  to 
the  influence  exercised  by  the  pressure  of  the  air  upon  germi- 
nation and  the  various  changes  taking  place  during  its  course, 
the  reason  for  this  lies  in  the  circumstance  that  such  experi- 
ments would  require  a  germinating  apparatus  of  a  different  con- 
struction from  that  described  in  the  early  part  of  this  memoir. 
Seeing  that  the  pressure  during  malting,  practically  varies  only 
with  that  of  the  atmosphere,  and  that  —  as  shown  by  anterior 
researches  —  only  very  considerable  variations  are  apt  to  in- 
fluence the  progress  of  germination,  I  have  had  no  hesitation  in 
letting  this  question  rest,  at  least  for  the  present. 

The  anterior  researches  to  which  I  am  alluding  date  from 
the  year  1874  and  were  made  by  P.  Bert^).  From  these  it 
appears  that  a  difference  in  pressure  ranging  from  Vs  to  4  at- 
mospheres has  not  by  itself  any  influence  on  germination.  But 
if  at  the  same  time  the  oxygen  tension  or  the  carbonic  acid 
tension  'insufficient  ventilation''  be  sensibly  varied,  then  both  the 
velocity  and  the  intensit}-  of  germination  are  found  to  be  in- 
fluenced. Those  are,  however,  variations  which  have  been 
dealt  with  in  an  earlier  chapter  of  the  present  memoir,  nameh' 
that  relating  to  the  influence  of  air-renewal  or  oxygen  tension 
on    germinative    changes.     Accordingly  it  seems  we  are  justified 


*)  Landw.  Versuchsst.  27,  117  (1874).  See  M.  Lewin  —  Ber.  d.  deutsca.  boi 
Ges.  23,  100  (1905J  — ,  who  shows  that  the  pressure  e.xerls  a  checking  in 
fluence  upon   respiration  also. 
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in  assuming  that  (supposing  the  pressure  be  varied  sufficiently 
to  be  enabled  to  afifect  the  processes  of  germination)  the  diffe- 
rence can  manifest  itself  only  by  a  protraction  or  an  accleration 
of  germination,  whereas  there  is  no  reason  to  think  the  relation 
of  the  individual  processes  to  one  another  undergoes  any  altera- 
tion, unless  the  tension  of  oxygen  or  carbonic  acid  be  altered 
simultaneously. 

g)  Conversions  as  influenced  by  Variations 
of  Temperature  in  the  Germinating  Material. 

(Experiment  VII,   p.  239). 

Seeing  that,  in  practical  malting,  it  is  neither  possible  to 
maintain  an  absolutely  constant  temperature  throughout  the  whole 
course  of  germination,  nor  to  cause  the  temperature  to  rise  in 
an  altogether  even  manner  (without  any  decline  of  temperature 
during  stirring  or  aeration),  I  thought  it  quite  natural  to  examine 
whether  those  changes  —  and  especially  as  far  as  the  proteids 
are  concerned  —  are  liable  to  be  influenced  by  a  variation  in 
temperature.  I  attempted  to  solve  the  problem  by  means  of  three 
germination  experiments  on  one  and  the  same  lot  of  barley 
(Danish  two-rowed  barley  of  the  harvest   1907). 

In  experiment  I  the  germination  was  conducted  at  a  tem- 
perature rising  evenly  from  9.5^  to  18°;  in  experiment  II  at  a 
temperature  decreasing  evenly  from  19*^  to  11^,  and  in  experi- 
ment III  at  a  temperature  kept  constant  throughout  germination 
(14").  Care  was  taken  to  have  the  same  mean  temperature  in 
all  three  experiments  during  the  whole  period  of  germination 
(10  days). 

From  the  above  researches  on  the  influence  of  temperature 
on  the  germinative  changes  (see  p.  306)  we  have  learned  that 
the  optimum  temperature  for  the  quantitative  aspect  of  proteid 
conversion  and  also  for  acid  formation  lies  in  the  neighbourhood 
of  16°  (at  a  higher  temperature  the  albumin  dissolution  process, 
proteolysis  and  acid-formation  are  injured),  and  we  have  also 
seen  that  the  optimum  temperature  for  the  total  carbohydrate 
transformation  and  for  the  (jualitative  side  of  proteid  conversion 
lies  at  about  20''  (at  still  higher  temperatures  the  transformation 
of  carbohydrates  is  curtailed,  and  that  of  proteids  becomes  in- 
complete or  abnormal). 
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From  these  remarks  it  is  evident  that  in  the  experiments 
referred  to  we  must  expect  to  meet  with  a  perfectly  normal  and 
completed  proteid  conversion  ( Aj  +  An  =  O  and  An  =  -^  a  and 
also  a  completed  carbohydrate  transformation,  but,  on  the  other 
hand,  probably  a  difference  in  respect  to  the  quantitative  aspect 
of  proteid  conversion  and  acid-formation. 

An  inspection  of  Table  LXVIII  will  show  that  these  sur- 
mises come  true  almost  entirely.  The  initial  velocities  are  cer- 
tainly very  different  in  most  of  the  processes;  but  the  initial 
temperatures  are  also  very  different  (ranging  from  9.5^  to  19°), 
so  that  this  fact  fully  confirms  the  observations  previously  made 
by  us  on  the  subject  of  temperature.  The  initial  temperatures 
are  9.5  ^  14^  and  19°,  respectively,  and  if  we  look  at  the  upper- 
most series  of  figures  of  each  of  the  three  experiments,  we  shall 
perceive  that  the  velocity  of  reaction  increases  with  the  tem- 
perature in  all  the  processes  except  albumin  transformation  (con- 
version of  An  into  A[),  in  which  the  difference  is  less  than  the 
analytical  error  and,  consequently,  cannot  be  estimated.  With 
regard  to  this  latter  process,  however,  it  is  to  be  noted  that  it 
is  constantly  introduced  in  the  right  manner,  all  three  experi- 
ments giving   +  Ai  =  -^  An. 

If  we  examine  the  ready-germinated  malt-samples,  we  must 
admit  that,  as  might  be  supposed,  the  qualitative  aspect  of  the 
proteid  conversion  is  the  same  and  quite  completed  in  all  three 
samples:  Indeed  we  constantly  find  A[  +  An  =  O  and  An  =  -=-  a, 
which  —  as  has  been  pointed  out  before  —  means  that,  in  con- 
formity with  our  Decomposition  Schedule  (p.  275),  we  have  the 
processes  a  =  b  and  [i  —  y  —  d.  That  the  quantitative  aspect  of 
the  proteid  conversion  is  different  in  the  three  experiments, 
appears  clearly  from  the  column  iN).  In  the  sample  whose  ger- 
mination was  begun  at  9.5*',  we  find  the  value  (N)  increasing  to 
1.27,  in  the  other  two   up  to   1.39  and,  at  least,  1.36  respectively. 

Although  the  mean  temperature  of  the  whole  time  of  ger- 
mination is  the  same  in  all  three  experiments  [vi::.,  14°),  never- 
theless the  total  proteid  conversion  is  found  to  be  a  little  less 
in  the  experiment  introduced  at  a  low  temperature  than  it  is  in 
the  other  two. 

It  has  been  mentioned  before  that  the  optimum  germination 
temperature  for  the  quantitative  side  of  proteid  conversion  ranges 
from    about    14*^   to    about   16^.     According    to    the    temperature 
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indications  in  Table  XXIX,  p.  242,  the  experiment  in  which  ger- 
mination was  made  with  rise  of  temperature,  was  conducted 
during  the  first  four  days  of  germination  at  a  temperature  below 
the  optimum  limit,  but  in  the  last  four  days  at  a  temperature 
above  that  limit.  It  is  only  during  the  two  middle  days  that  the 
germination  was  going  on  at  the  optimum  temperature. 

In  the  experiment  where  the  temperature  was  declining,  the 
latter  must  decidedly  have  been  near  the  optimum  limit  during 
a  part  of  the  first  day  of  germination.  During  the  remaining 
part  of  the  first  two  days,  germination  was  conducted  at  I'j^, 
and  the  following  two  days  at  a  temperature  comprised  within 
the  optimum  limits  (14 — 16^).  Throughout  the  last  six  days,  on 
the  contrary',  the  germination  temperature  has  been  below  the 
optimum  limit.  In  the  experiment  carried  on  at  a  constant  tem- 
perature the  latter  has  been  throughout  the  whole  period  situ- 
ated within  the  optimum  limits. 

If  now  the  optimum  really  extended  from  14*^  to  16°,  it 
would  be  rather  difficult  to  understand  how  the  experiment  in 
which  germination  was  eft'ected  at  a  decreasing  temperature  can 
give  the  same  quantitative  value  for  (N)  as  that  in  which  the 
temperature  was  constant,  and  also  how  the  malt  prepared  at  a 
rising  temperature  can  give  such  a  high  value  for  (N)  as  it  is 
seen  to  do. 

If,  on  the  contrary,  the  optimum  limits  be  enlarged  by  i  " 
on  each  side,  the  germination  in  the  experiment  with  rise  of 
temperature  has  been  conducted  within  the  optimum  limits  during 
the  three  middle  days,  and  in  that  with  decrease  of  temperature 
during  the  first  four  or  five  days.  Now,  since  —  as  has  been 
pointed  out  above  —  the  velocity  of  reaction  is  greatest  during 
the  first  days  when  germination  is  effected  at  temperatures  within 
the  optimum  limits,  it  follows  that  the  values  obtained  for  (N) 
can  only  be  explained  on  the  assumption  that  the  optimum 
temperature  ranges  from  about  13*^  to  about  17".  The 
correctness  of  this  hypothesis  will  receive  further  confirmation 
by  an  inspection  of  the  table  below,  which  gives  a  general  view 
of  the  velocity  of  reaction  per  day  in  the  various  intervals :  o — 4, 
4—7  and  7 — 10  days  of  germination. 

How  could  we  find  N  =  0.27  at  a  decreasing  temperature, 
whilst  finding  0.2 1  at  a  constant  temperature,  if  the  germination 
had    been    conducted    only    two    days  within  the  optimum  limits 
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in  the  first-named  experiment,  but  four  days  in  the  second!  Or, 
how  could  we  attain  such  a  high  figure  for  velocity  of  reaction 
(0.30)  if  from  the  4'^  to  the  7'^  day  of  germination  we  had  only 
been  working  at  a  temperature  that  lies  within  the  optimum 
limits  on  the  6^^  day  of  germination !  The  case  is  different  if 
the  maximum  of  the  optimum  temperature  or,  to  put  it  more 
exactly,  of  the  temperature  limit  was   ij^. 

TABLE  LXIX. 


Tem- 

I 

R 

Dd 

N 

Mean 

Hours 

(U     ^-      , 

tem- 
perature 

perature  of 
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Interval       ^ 

of  ger- 
of  time 

mination 

0 

-c  0 

X 

0 

X 

•v:-s 

c 

9S-I2.5 

0—4 

4 

0.08 

0.48 

5425 

O.IO 

y     in 

12.5 — 17.0 

4—7 

+  3 

7.10 

2.77 

12.50 

0.30 

c 

17.0 — 18.0 

7—10 

+  3 

113 

2.73 

2.60 

0 

Mean  velocity  after   lo  days'   germination 

2.SO 

1.84 

^^.^j" 

0.13 

c                  14 

0—4 

4 

3-55 

113 

60.35 

0.21 

H"   1^             14 

0  <« 
0        1          14 

4-7 

+  3 

2.37 

2.47 

6.50 

0.18 

7—10 

+  3 

1-57 

213 

0 

O.OI 

Mean  velocity  after  10  days'  germination 

2.60 

i.8s 

26.00 

0.14 

c 

19.0— 14.7 

0—4 

4 

5-43 

1.68 

62.38 

0.27 

14"    ^  S 

14.7— 12.0 

4—7 

+  3 

O.IO 

1.40 

2-73 

O.IO 

V 

12.0 — II.O 

7 — 10 

+  3 

1-53 

0.90 

— 

— 

at  least 

at  least 

Mean  veloc 

ity  after   lo 

days'   ger 

mination 

2.66 

136 

25-77 

0.14 

We  must  arrive  at  a  very  similar  result  if  we  examine  in 
the  same  way  the  series  (Dd)  —  the  activity  of  carbohydrate- 
splitting  enzymes.  Here  we  shall,  however,  see  at  the  same  time 
that  these  enzymes  are  able  to  endure  a  much  lower  temperature 
without  suffering  any  noticeable  injury,  than  is  the  case  with  the 
proteolytic  enzymes  and  physiological  processes  (oxidation  and 
root-growth). 

In  respect  to  the  rootlet-growth  we  meet  with  still  another 
remarkable  result.  In  the  experiment  in  which  germination  was 
effected  at  declining  temperature,  we  find  a  lesser  rootlet- loss 
than   in  the  other  two,    in    spite    of  the    fact  that   the  mean  tem- 
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perature  of  the  total  time  of  germination  is  the  same  in  all  three 
experiments.  This  result  evidently  goes  to  show  that  the  velo- 
city of  growth  of  the  rootlet  is  diminished  by  a  decline  of  tem- 
perature, and  also  that  this  diminution  is  greater  than  might  be 
expected  from  such  a  decline.  A  greater  fall  of  tempera- 
ture in  the  course  of  germination  (a  fall,  that  is,  which 
extends  beyond  the  minimum  limit  of  the  optimum  temperature 
zone)  will  be  apt  to  injure  the  rootlet-growth  to  a 
marked  degree. 

At  decreasing  temperatures  we  meet  in  the  reaction  velocity 
of  the  oxidation  process  certain  irregularities  which  bear  a  close 
analogy  to  those  encountered  when  the  malt  is  over-germinated. 
Accordingly,  since  the  two  physiological  processes,  oxidation 
and  root  growth,  are  liable  to  be  affected  in  a  rather  irregular 
way  by  a  falling  off  in  the  temperature,  it  follows  that  it  is  not 
advisable  to  conduct  a  germination  at  a  decreasing  temperature, 
and  that  the  germinating  material,  when  stirred  or  aerated,  should 
by  no  means  be  exposed  to  a  greater  falling  off  in  temperature 
than  strictly  necessary. 

It  is  a  great  consolation  to  know  that  the  qualitative  aspect 
of  proteid  conversion  is  not  altered  by  variations  in  temperature, 
provided  that  the  latter  do  not  exceed  20". 

There  is  no  doubt  but  that  the  most  advantageous  tempera- 
ture-scale in  germination  will  be  one  that  rises  evenly  from  a 
comparatively  low  level  to  about   17*^  or,  at  most,  20^. 

If  now,  after  going  through  the  whole  of  the  experimental 
material  relating  to  the  influence  of  temperature  and  time  on 
the  changes  going  on  during  germination,  we  wish  to  sum  up 
the  results  obtained,  the  fact  is  to  be  premised  that  when  the 
temperature  of  germination  lies  approximately  between  13°  and 
ly^,  the  time  of  germination  can  be  reckoned  upon  as  a  con- 
stant, or  nearly  so.  This  is  to  be  understood  in  this  way  that, 
if  a  part  of  a  barley  sample  be  malted  at  13°  and  another  part 
at  17*^,  the  quantitative  changes  which  have  taken  place  in  the 
same  period  of  germination  (say  ten  days)  will  be  very  nearly 
identical.  On  the  contrary,  if  we  go  below  the  temperature  13  ^ 
all  the  changes  will  be  protracted  in  a  greater  or  less  degree 
(the  transformation  of  carbohydrates  least,  that  of  proteids  most), 
and  if  we  exceed  17°,  we  find  all  the  changes  to  be  furthered, 
with  the  sole  exception  of  the  albumin  dissolution  process,  which 
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is  somewhat  impaired.  Above  22*^  or  23",  on  the  other  hand, 
all  the  changes  are  reduced,  barring  the  oxidation  process,  which 
keeps  on  increasing,   until  a  few  degrees  above  26*^. 

The  albumin  dissolution  process  being  the  one 
which  exhibits  the  greatest  sensitiveness  to  the  ger- 
mination temperature,  it  evidently  follows  that  the 
temperature  limits  for  this  conversion,  are  to  be  re- 
garded as  the  absolute  temperature  limits  for  the 
whole  germination. 

According  to  what  has  been  said  above,  the  germination 
temperature  may  with  a  certain  degree  of  truth  be  said  to 
have  an  optimum  zone  ranging  from  about  13^^)  to 
about  I/**.  To  express  ourselves  with  perfect  exactness,  we 
must  say  that  the  velocity  of  reaction  increases  appreciably  from, 
^- £'■'  9^  to  13*^,  but  only  very  slightly  from  13*^  to  17^.  If,  on 
the  contrary,  the  temperature  17"  be  exceeded,  the  velocity  will 
decline,  at  least  as  far  as  proteid  conversion  is  concerned. 

If  we  consider  each  conversion  process  separately,  we  shall 
arrive  at  the  following  results:  — 

(t)  The  total  transformation  of  carbohydrates  (due 
to  the  activities  of  carbohydrate-splitting  enzymes)  increases  as 
the  temperature  of  germination  rises.  The  maximum  is  about 
20'*.  If  this  is  exceeded,  the  said  transformation  is  impaired.  It 
increases  with  the  time  of  germination  until  the  stage  of  over- 
germination   is  reached,  when  it  ceases  altogether. 

The  velocity  of  reaction  is  greatest  during  the  hrst  four 
days  of  germination,  within  which  period  it  increases  with  the 
temperature  up  to  20^  (maximum).  Above  this  temperature  the 
velocity  decreases.  The  velocity  of  reaction  declines  with  the 
time  of  germination,  reckoned  from  the  4*''  day,  and  it  becomes 
less  and  less  as  the  temperature  of  germination  increases. 

(2)    The    physiological    oxidation    process    (oxidation 


^)  II  is  worthy  of  notice  that  this  figure  coincides  with  the  optimum  germina- 
tion temjjerature  staled  by  C.  Day,  12.8°.  Day  says  that  diastase  has  its 
greatest  energy  when  mailing  is  conducted  at  this  temjierature,  and  that  the 
fiuantiiy  of  permanently  soluble  nitrogenous  substances  is  also  the  greatest 
—  see  Journ.  chem.  Soc.  59,  664  (1891).  Reference  may  also  be  made  10 
the  observations  of  S.  Hlaber,  from  which  it  appears  that,  if  germination 
is  carried  on  at  a  temperature  between  iS**  and  21''  (65* — 70"  1'".),  it  will 
be,  generally,  less  satisfactory  than  if  conducted  between  10*  and  13"  150 
— 55°  '"-J  ~"  see  Brewers'    inurn.   43,   359  (1907). 

23 
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loss)  increases  with  the  temperature  of  germination  up  to  26*^  or, 
perhaps,  a  few  degrees  higher;  it  also  increases  with  the  time 
of  germination  till  the  stage  of  over-germination  is  reached,  when 
it  ceases. 

The  velocity  of  reaction  increases  with  the  temperature  of 
germination,  at  least  up  to  26°.  The  time  of  germination  has 
the  same  effect,  yet  only  to  a  certain  point,  which  is  dependent 
on  the  temperature,  and  probably  also  on  certain  unknown  phy- 
siological properties  of  barley;  after  that  point  the  velocity  de- 
creases with  the  time^). 

(3)  The  rootlet-growth  increases  with  the  germination 
temperature  up  to  some  20''.  Above  this  temperature  (maximum) 
the  growth  is  retarded.  As  a  matter  of  course,  it  increases  with 
the  time,  yet  only  until  the  stage  of  over-germination.  During 
the  latter,  the  root  growth  almost  comes  to  a  stand-still. 

The  velocity  of  growth  during  the  first  four  days  of  ger- 
mination rises  with  the  temperature,  up  to  26**  at  least.  It  in- 
creases with  the  time  of  germination,  if  the  latter  is  conducted 
at  about  17°  or  below;  but  it  declines  with  the  time,  reckoned 
from  the  4'''  day,  if  germination  be  effected  at  temperatures  above 
17°.  The  aggregate  or  mean  velocity  of  growth  in  a  normal, 
completed  germination  (not  over-germination)  rises  with  the  tem- 
perature up  to  about  20^,  but  falls  at  a  higher  temperature 
than  this. 

(4)  The  quotient-,    after    a    normal,    completed    principal 

germination  (estimated  for  the  whole  period  of  germination), 
ought  to  be  comprised  between  i.o  and  2.0.  According  to  what 
is  said  siil)  (2)  and  (3),  no  hard-and-fast  rules  can  be  laid  down 
with  regard  to  the  rise  and  fall  of  this  quotient,  as  the  numerator 
and  denominator  are  not  equally  affected  by  the  germination 
factors. 


^)  If  germination  is  undertaken  at  temperatures  from  14*'  to  20",  the  greatest 
velocity  of  reaction  will,  in  general,  occur  between  the  4tl>  and  the  7'h  day. 
At  lower  temperatures,  the  maximum  will  be  attained  only  after  the  7th  day. 
At  about  22°,  the  velocity  appears,  with  a  considerable  amount  of  pro- 
bability, to  remain  constant  throughout  the  whole  course  of  germination, 
until  over-germination.  Finally,  at  temperatures  higher  than  22",  and  also 
at  decreasing  temjjeratures,  we  meet  with  two  cardinal  points,  namely  about 
the  4th  and  lOth  days  of  germination.  ^Manifestly,  the  oxidation  process  has 
here   fallen   into  quite  abnormal   courses. 
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(5)  The  albumin  dissolution  process  {— /i  in  the  De- 
composition Schedule  and  =  N  in  the  Tables)  represents  the 
quantitative  measure  of  the  aggregate  proteid  conversion,  which 
nearly  always  has  a  greater  numerical  value  than  each  of  the 
other  processes  of  proteid  conversion  when  the  conversion  has 
not  been  finished  [i.  e.,  is  abnormal),  whereas  it  is  equal  to 
each  of  the  other  proteid  conversion  processes  as  soon  as  the 
conversion  is  completed^)  [t.  e.,  is  normal).  The  albumin  dis- 
solution process  rises  with  the  temperature  of  germination  up  to 
about  17°.  The  optimum  zone  extends  from  about  13*'  to  about 
17^.  If  the  latter  temperature  is  exceeded,  the  process  will  de- 
cline as  the  temperature  rises.  Thus,  the  maximum  lies  in  the 
neighbourhood  of  ly^.  The  process  increases  with  the  time  of 
germination  even  into  the  stage  of  over-germination. 

The  velocity  of  reaction  rises  with  the  temperature  up  to 
about  ly^,  when  it  falls  as  the  temperature  rises.  It  increases 
with  the  time  of  germination  up  to  a  certain  maximum.  If  the 
germination  be  effected  at  temperatures  lower  than  about  13", 
the  velocity  will  only  arrive  at  its  maximum  after  the  4'''  day  of 
germination;  but  if  it  is  undertaken  at  temperatures  higher  than 
about  13*',  the  maximum  will  be  reached  between  the  F'  and 
4'^  day.  When  the  maximum  has  been  attained,  the  velocity 
falls  with  the  germination  time  until  over-germination,  when  it 
will  again  show  a  tendency  to  rise  slightly. 

6)  There  is  a  perfect  equilibrium  between  the  various 
processes  of  proteid  conversion  throughout  the  whole 
period  of  germination  (a  =  b  and  fi  =  y  —  d,  or  -i-  An  =  +  Ai 
and  Ai  +  An  =  o)  when  germination  is  carried  on  at  20*^  or 
below;  we  have  then  a  normal  proteid  conversion.  On  the  con- 
trary, if  germination  be  conducted  at  temperatures  above  some 
20°,  the  equilibrium  between  the  individual  proteid  conversion 
processes  is  broken  (a  >-  b  and  jj  ^  d,  or  N  ^  P  +  T  and  A|  + 
Aii>o);  we  then  have  an  abnormal  proteid  conversion.  In  this 
latter  case  three  possibilities  may  occur:  —  (i)  The  albumin 
transformation  may  be  incomplete  (a  >  b,  the  malt  always  con- 
tains Albumin  II).  (2)  The  proteolysis  may  be  incomplete  {^'> 
d,  the  malt  contains  too  large  an  amount  af  Albumins  1  and   II). 


^)   It  being  remembered   tlial   tlic  process  a   =   1)    forms    ;in   imlepcinlcnl   p:\rt   of 
the  conversion. 

23* 
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(3)  Neither    the    albumin    transformation    nor    the    proteolysis    is 
completed  (a>>  b  and  /^  >  ^,  the  malt  always  contains  Albumin  II). 

(7)  The  malt  never  contains  Albumin  II  when  the  proteid 
conversion  has  been  normal  and  completed. 

(8)  It  is  not  advisable  to  conduct  germination  at  a  decreasing 
temperature  (or  with  too  considerable  falls  of  temperature  during 
stirring  and  aeration),  since,  if  this  were  done,  there  would  be  a 
danger  of  the  growth  of  the  rootlet  being  injured. 

h)  Conversions  taking  place  in  Normal 
Germination  of  different  Barleys. 

We  now  proceed  to  examine  how  different  barleys  behave 
in  a  malting  process  carried  out  in  the  normal  manner  (that  is, 
when  germination,  after  a  normal  steeping,  is  conducted  in  the 
dark  with  normal  conditions  of  moisture,  abundant  renewal  of  air 
[excess],  at  a  temperature  never  exceeding  17*^  [the  temperature 
here  adopted  being  14*^,  maintained  throughout  the  period  of  ger- 
mination], and  within  a  suitable  space  of  time  —  generally  10  days). 

Table  LXX  shows  how  the  three  samples  of  Prentice  barley 
from  the  years  1905,  1907  and  1908  behave  in  a  normal  ger- 
mination. Foregoing  considerations  have  shown  us  that  the 
samples  from  1905  and  1907  after  10  days'  germination  give  a 
perfectly  normal  and  completed  proteid  conversion,  since  we  find 
A|  +  An  =  O  and  An  =  -7-  a.  In  the  case  of  the  sample  from 
1908  we  find  throughout  the  period  of  germination  N  =  P  -f  T 
or  Ai  -1-  An  =  O,  that  is,  the  albumin  dissolution  process  —  the 
proteolysis  (or,  according  to  the  Decomposition  Schedule,  (i  =  y 
—  6).  The  albumin  transformation  process  is  also  to  be  regarded 
as  completed,  as  we  find  very  approximately  An  =  -j-  a.  With 
regard  to  the  latter  process  it  is  to  be  observed,  however,  that  the 
sample  of  1908  (normal  steeping  time  20  hours)  is  likely  to  give 
less  reliable  results  in  the  malt-house  than  the  other  two  samples. 

Before  instituting  a  comparison  between  the  three  crops, 
more  especially  with  a  view  to  ascertaining  whether  conditions 
of  ripening  and  harvesting  can  be  supposed  to  be  of  any  con- 
sequence in  respect  to  the  value  of  the  difi'erent  sorts  as  malting 
objects,  the  statement  must  be  premised  that  they  were  all  three 
ordinary  merchandise,  supplied  under  the  designation  'Trentice 
barley".  Hence,  it  cannot  be  safely  assumed  that  we  are  dealing 
with  a  definite  pure  sort;  but  it  may  be  taken  for  granted  that  all 
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three  samples  consist,  practically,  of  Prentice  barley.  In  the  year 
1905  barley  had  had  a  period  of  perfectly  normal  development  and 
ripening,  and  the  harvesting  conditions  of  that  year  were  also 
fairly  normal  and  good.  The  sample  of  1907  had  gone  through 
a  very  wet  and  cold  period  of  ripening,  whilst  the  harvesting 
conditions  had  been  pretty  favorable.  As  for  the  barle}'  of  1908, 
the  period  of  development  and  ripening  had  been  tolerably 
normal,  whereas  the  harvesting  conditions  had  been  rather  un- 
favorable. From  the  very  steeping  experiments  recorded  in  Table 
LVIII,  p.  286,  it  appears  that  the  sample  of  1908  had  suffered 
from  the  unfavorable  influence  of  the  harvesting  conditions,  since 
the  germinating  energy  is  weakened  after  only  twenty-four  hours' 
steeping.  In  the  case  of  this  sample  the  normal  duration  of 
steeping  can  by  no  means  be  estimated  at  a  higher  figure  than 
twenty   hours. 

To  undertake  a  direct  comparison  between  the  figures  set 
forth  in  Table  LXX  is  not  feasible,  for  the  reason  that  the  three 
barleys  have  not  the  same  corn  size  or  corn  weight.  The  sample 
of  1905  contains  370.9  gr.,  the  sample  of  1907  344.3  gr.  and  the 
sample  of  1908  354.2  gr.  of  dry  substance  in  10,000  corns.  Thus, 
the  sample  of  1905  has  the  largest  and  that  of  1907  the  smallest 
corns.  It  is  only  the  numeral  series  given  under  the  head  "Prac- 
tical Valuation",  as  also  the  numerical  expressions  of  the  quotient 

-^,  that  are  directly  comparable;  but  we  shall  see  presently  that 

these  very  figures  prove  the  sample  of  1908  to  have  been  rather 
an   unsatisfactory  malting  object. 

As  regards  the  extract  yield,  there  is  nothing  particular  to 
be  remarked,  through  we  meet  with  an  appreciable  difference 
already  on  this  point.  The  difference,  however,  is  not  greater 
than  that  it  may  be  ascribed  entirely  to  a  divergence  in  the 
composition  of  the  barley  samples.  But  a  glance  at  the  malt 
yield  will  show  that  the  samples  of  1905  and  1907  exhibit  a 
malting  loss  of  15.7  and  14.3  per  cent  of  barley  dry-substance, 
while  in  the  case  of  the  1908  sample  the  loss  is  only  8.8  per 
cent.  Now,  as  the  malting  loss  is  equal  to  the  sum  of  oxidation 
and  rootlet  loss,  we  learn  from  these  figures  that  either  the 
oxidation  loss  or  the  rootlet  loss  or  both  must  have  been  un- 
usually small  in  the  malting  of  the  1908  sample.  Indeed,  the 
columns   I  and  R    will    show   the  values  of  both    losses  after  ten 
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days'  germination  to  be  much  smaller  in  the  1908  sample,  than 
in  the  other  two.     If  at  the  same  time  we  look  at  the  numbers 

expressing  the  quotient        after  ten  days'  germination,  we  get  the 

information  that  the  rootlet  loss  has  diminished  more  than  the 
oxidation  loss  in  the  1908  sample.  Thus  the  experiment  teaches 
this  lesson  that  the  barley  of  1908  leaves  a  good  deal  to  be 
desired  in  respect  of  the  function  of  the  vital  forces,  and  more 
especially  as  regards  the  rootlet-growth. 

Also  with  regard  to  the  transformation  of  mineral  constituents 
during  germination  the  sample  of  1908  occupies  a  peculiar  posi- 
tion, in  that  the  percentage  of  ash  constituents  soluble  in  water 
is  seen  to  decline,  whilst  in  the  other  two  samples  it  remains 
constant.  Accordingly,  whereas  in  the  malting  of  the  barleys 
1905  and  1907  the  amount  of  insoluble  ash  constituents  con- 
verted into  soluble  is  precisely  equal  to  that  of  ash  constituents 
absorbed  by  the  root,  it  is  not  quite  so  in  the  1908  sample,  in 
which  the  conversion  of  insoluble  into  soluble  mineral  matters 
is  somewhat  reduced  in  consequence  of  the  fact  that  the  amount 
of  soluble  mineral  matters  formed  in  this  barley  is  inferior  to 
that  absorbed  within  the  same  time  by  the  root;  it  follows  on 
this  account  that  the  quantity  of  water-soluble  ash  constituents, 
as  compared  with  the  total  ash  amount  (per  cent  of  total  ash 
soluble)  decreases  during  germination. 

If  we  consider  the  alteration  in  the  ratio  of  total  nitrogen 
to  water-soluble  nitrogen  (per  cent  of  total  nitrogen  soluble),  we 
find  that,  in  harmony  with  the  above  conclusions,  the  samples 
of  1905  and  1907  give  quite  uniform  results,  which,  moreover, 
after  10  days'  germination  attain  the  same  numerical  value  (32 
per  cent),  whilst  the  sample  of  1908  shows  throughout  consider- 
ably lower  values  (after  10  days'  germination  only  24  per  cent); 
hence  we  are  justified  in  concluding  that  in  the  last-mentioned 
sample,  after  10  days'  germination,  the  proteid  conversion  is  not 
so  far  advanced  as  in  the  former  two.  Also  with  regard  to  the 
faculty  of  clarification  of  the  wort,  we  find  that  the  sample  of 
1908  is  inferior  to  those  of  1907  and    1905. 

If  we  confront  all  these  facts  with  those  recorded  on  p.  348 
— 350>  we  must  necessarily  come  to  the  chief  conclusion  that 
the  barley  sample  of  1908  is  less  fit  for  malting  pur- 
poses than   arc    those  of   1907  and    1 908.      And,    if   wo    are 
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asked  why  it  is  so,  the  answer  is  suggested  by  Table  LXX, 
namely  that  the  vital  forces  have  in  some  way  or  other 
—  probably  in  consequence  of  the  unfavorable  action  of  the  bad 
harvest  weather  —  been  weakened  in  the   1908  sample. 

Whereas  otherwise  it  is  always  found  thnt  both  the  root- 
growth  and  the  oxidation  process  continue  throughout  germina- 
tion until  the  stage  of  over-germination,  the  result  is  different  in 
the  case  of  our  1908  sample,  in  that  the  oxidation  process  comes 
to  a  stop  after  4  days'  germination,  whilst  the  root-growth  pro- 
ceeds further  up  to  the  10'^  day,  without,  however,  a  root  loss 
being  attained  approximating  to  the  amount  we  might  expect^). 

In  what  follows  we  have  to  deal  with  the  figures  expressing 

the    quotient  ^.     A   comparison    of  the    samples    1905    and    1907 

will  show  that  a  barley  may  be  excellently  qualified  for  malting 
purposes,  even  if  the  quotient  figures  do  not  undergo  a  uniform 
alteration  during  germination.  In  the  sample  of  1905  the  quotient 
becomes  greater  as  the  germination  progresses,  whereas  in  the 
one  of  1907  it  becomes  less.  Seeing  now  that  the  development 
of  the  root  is  the  factor  which  is  decisive  in  the  choice  of  the 
proper   steeping   time,    the    conclusion    appears    to    be   warranted 

that    a    barley    which    shows    an    increasing    quotient  ^ 

during  germination,  is  more  likely  to  give  satisfactory 
results  in  malting  than  one  in  the  case  of  which  the 
said  quotient  decreases.  1  his  conclusion  is  corroborated  by 
considering  also  the  sample  of  1908,  which  gives  decreasing 
quotient  figures  during  germination,  and  in  which  the  conversion 
is  decidedly  not  quite  satisfactory  after  10  days'  germination. 
In  practical  malting  this  difference  will  readily  manifest  itself, 
in  that  a  barley  which  during  germination  shows  increasing 
quotient  figures  is  but  very  little  liable  to  heat  up  during 
the  first  days  of  germination,  whereas  one  which  gives  de- 
creasing quotient  figures,  will  evince  a  marked  tendency  to 
heat  up  even  in  the  first  days;  in  this  latter  case  the  malting 
must  be  conducted  with  the  utmost  care. 


^)  Hy  reason  of  ihe  corn-size  ihe  sample  of  1908  might  be  expected,  after  10 
days'  germination,  to  give  a  rootlet  loss  comprised  between  the  values  18 
and   20  gr. 
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I  now  proceed  to  mention  the  malting  experiments  made  on 
various  pure-cultivated  barleys  furnished  by  Sveriges  Utsades- 
forening  at  Svalof. 

The  director  of  the  Association,  Professor  HJalmar  Nils- 
son,  met  my  wishes  with  his  usual  courtesy  and  willingness  to 
oblige,  and  Dr.  Hans  Tedin  was  kind  enough  to  undertake 
the  considerable  task  to  procure  the  requisite  samples  and  to 
test  whether  they  consisted  of  botanically  pure  sorts  ^)  or  rather 
species.  I  take  the  opportunity  to  tender  my  sincerest  thanks 
to  both  Gentlemen  not  only  for  the  willingness  with  which  they 
placed  very  complete  experimental  materials  at  my  disposal,  but 
also  for  the  amiability  and  interest  I  have  always  met  with  on 
their  part  in  our  correspondence  as  also  in  our  interviews. 

The  first  set  of  samples  which  I  received  from  Sveriges  Ut- 
sadesforening  at  Svalof  dated  from  the  harvest  1907.  On  receipt 
of  these  I  was  informed  by  Professor  Nilsson  that  they  were 
not  likely  to  be  utilisable  in  my  experiments,  because  they  had 
all  been  more  or  less  damaged  by  the  unfavorable  influence  of 
the  harvest- weather.  However,  in  the  preliminary  germination 
experiments  which  I  undertook,  all  the  samples  turned  out  to 
give  fairly  satisfactory  germination  figures  after  six  hours'  steeping, 
so  that,  in  spite  of  the  warning  given  by  Professor  Nilsson,  I 
determined  on  using  the  materials  in  accordance  with  the  plan 
I  had  formed.  As  the  work  went  on,  however,  I  had  like  to 
repent  often  of  my  obstinacy;  for  —  as  has  already  been  men- 
tioned on  p.  289  —  at  least  all  the  two-rowed  samples  proved 
to  be  unable  to  endure  a  twenty-four  hours'  steeping  without 
their  germinative  energy  being  impaired.  We  shall  see  presently, 
however,  that  even  these  experiments  go  far  towards  disclosing 
an  aspect  of  the  malting  problem  which  is  not  devoid  of  significance. 

From  the  harvest  1907  I  received  some  samples  of  four 
different  two-rowed  and  two  six-rowed  barleys.  In  Table  LVIII, 
pp.  286 — 287,  the  requisite  particulars  concerning  their  conditions 
of  steeping  and  germination  are  recorded.  After  the  six  samples 
had  been  steeped  during  the  normal  time  established  in  the 
table  just  referred  to,  they  were  subjected  to  a  normal  germina- 


',  According  lo  informniioii  received  Irom  I'rofessor  Nilsson,  the  dcsisjnation 
..Sorts"  is  constantly  used  by  the  Utsadcsforening  at  Svaliit  to  denote  pro- 
ducts improved  l)y  modern  methods.  Alter  all,  however,  the  said  desiyna- 
lion   means   that   which   modern   science  considers  as   ..Elementary  Species". 
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The   figures  indicate  ihe  extern  of  conversion  at;  le 
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tion  —  that  is,  the  germination  was  effected  with  an  excess  of 
air,  in  normal  conditions  of  moisture,  in  the  dark,  at  a  constant 
temperature  (14°  throughout  the  course  of  germination)  and  during 
a  suitable  time  (8  to  10  days).  The  ready-germinated  samples 
were  kiln-dried   in  the  normal  manner. 

Looking  first  at  the  malt  samples  prepared  from  the  four 
two-rowed  barleys,  even  a  merely  practical  valuation  of  the  re- 
sults numerically  set  forth  in  Table  LXXI  will  show  that  Prin- 
cess barley,  Chevallier  barley  and  Gute  barley  all  give  a  more 
or  less  indifferent  \'ield  of  extract,  while  attaining  also  a  very 
slight  increase  of  the  percentage  of  nitrogen  solubility.  Also  the 
clarification  of  the  wort  is  not  very  good,  at  least  as  far  as  the 
Gute  barley  is  concerned.  The  Swan's  neck  barley,  on  the  con- 
trary, gave  a  malt  with  a  fairly  good  extract  yield  and  a  tolerably 
satisfactory  percentage  of  nitrogen  solubility.   An  inquiry  into  the 
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state  of  affairs  obtaining  in  respect  to  the  conversion  of  proteid 
matters  leads  to  the  result  that  malt  prepared  from : 

Princess  barley  gives  Ai  +  An  <  O  or  N  <  P  +  T  and  An  >  -J-  a 
Chevallier  barley  —  A,  +  An  <  o  or  N  <  P  -f-  T  and  .\u  >  -^  a 
Gute  barley  —    At  ■+  An  <  O  or  N  <  P  +  T  and  A,i  =  -=-  a 

Swan's  neck  barley —    Ai  +  An  —  o  or  N  =  P  +  T  and  An  —  -^  a 

II  ma}'  be  seen  that,  after  the  malting  is  finished,  the  Swan's 
neck  barley  has  attained  a  perfectly  normal  and  completed  pro- 
teid conversion  (according  to  the  Decomposition  Schedule  p.  275, 
a  —  b  and  ji  :^  y  —  d),  whilst  in  respect  to  the  qiiantitati\e  side 
of  the  said  conversion  it  may  leave  something  to  be  desired  (the 
percentage  of  nitrogen  solubility  ought  rather  to  have  been 
higher  by  about  3   per  cent). 

V\'ith   regard   to  the   qualitative  as  also  {]uantitati\e  aspect  of 
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the  other  three  malt  samples,  on  the  contrary,  we  meet  with 
altogether  abnormal  results.  In  fact,  in  the  case  of  these  malts 
we  find  that  the  proteolytic  decomposition  has  advanced  farther 
than  the  albumin  dissolution  process,  and  in  the  samples  of 
Princess  and  Chevallier  barley  the  transformation  of  albumins  has 
not  been  completed  either.  The  fact  pointed  out  here,  viz..  that 
the  sum  of  proteolytic  decompositions  can  be  superior  to  the 
albumin  dissolution  process,  seems  to  me  to  favour  the  notion 
that  the  albumin  dissolution  process  is  an  entirely  isolated  pro- 
cess, which  has  no  direct  connection  with  the  actual  proteolvtic 
decomposition  process.  If  this  assertion  is  correct,  it  is  evident 
that  the  three  samples  Princess  barley,  Chevallier  barley  and 
Gute  barley  from  1907  must  have  been  impaired  in  such  a 
manner  that  the  albumin  dissolution  process  has  particularly  been 
the  sufferer.  Since  the  power  of  forming  proteolytic  enzymes 
has  not  been  impaired  to  the  same  degree,  it  follows,  as  a  na- 
tural consequence,  that  these  enzymes  will  be  apt  to  attack  the 
soluble  albumins  in  presence  (Albumins  I  and  11),  and  the  result 
will  be  that  the  sum  Ai  +  An  will  become  less  in  the  course 
of  malting. 

An   inspection   of  the  quotient  figures  —   will    show    that  the 

root-growth  is  in  every  case  too  inconsiderable  in  proportion  to 
the  oxidation  process.  This  applies  especially  to  the  Gute  bar- 
ley, and  in  the  least  marked  degree  to  the  Swan's  neck  barley. 
Since  now  the  sum  of  oxidation  loss  and  rootlet  loss  in  the  case 
of  all  four  samples  is  less  than  might  be  imagined  from  the 
corn-size  (Princess  barley  gives  26.4,  Chevallier  barley  15.1,  Gute 
barley  21.2  and  Swans  neck  barley  30.4  gr.,  while  we  should 
expect  to  find  about  40  gr.),  it  may  be  inferred  that  the  vital 
powers,  and  more  especially  the  rootlet-growth,  have  suffered  a 
diminution  in  all  four  samples. 

Since,  as  has  been  pointed  out  in  a  previous  section  of  this 
memoir  —  p.  297  — ,  the  root-growth  is  that  vital  force  which 
can  be  most  readily  liberated  from  the  latent  form,  it  cannot  be 
a  matter  of  surprise  if  the  root-growth  be  also  that  vital 
force  which  is  liable  to  be  weakened  first  by  the  in- 
jurious operation  of  the  weather.  One  of  these  two  facts 
must  be  considered  as  a  necessary  consequence  of  the  other. 

A  comparison  of  our  malt  samples  prepared  from  two-rowed 
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barley  and  mentioned  in  Tables  LXX  and  LXXI  will  confirm 
the  correctness  of  the  statement  made  on  p.  289,  viz.,  that  a 
barley  which  after  only  six  hours'  steeping  hasreached 
its  maximum  of  germinative  energy,  and  whose  ger- 
minative  energy  is  weakened  by  twenty-four  hours' 
steeping,  is  unfit  for  malting  purposes.  And,  further, 
that  a  barley  which  reaches  the  maximum  of  germina- 
tive energy  after  twenty- four  hours'  steeping  and  is 
impaired  if  the  steeping  is  continued  beyond  this 
point,  is  a  questionable  malting  object.  Only  such 
a  barley  which  attains  its  full  vitality  after  being 
steeped  for  forty-eight  hours  or  more,  can  be  classed 
among  good  malting  objects. 

The  remark  may  be  added  that  any  barley  that  cannot 
endure  a  forty-eight  hours'  steeping  without  prejudice 
to  its  vitality  must  have  suffered  under  the  obnoxious 
influence  of  the  weather  —  or  has  been  damaged  in  some 
other  way. 

If  we  go  on  to  consider  the  way  in  which  the  two  six- 
rowed  barleys  behave  in  the  malting  process,  it  is  well  to  re- 
collect at  the  outset  that  the  sample  originating  from  Dalccarlia 
contains  only  about  88  per  cent  of  corns  having  the  power  of 
germination  (see  Table  LVIII,  p.  286).  Thus,  nearly  one  eighth 
of  the  corns  are  quite  incapable  of  germinating,  so  that  this 
sample  is  to  be  characterised  at  the  outset  as  a  rather  objection- 
able malting  object.  On  the  other  hand,  it  is  to  be  observed 
that  neither  of  these  two  barley  samples  has  been  damaged  by 
the  weather  to  any  such  extent  that  we  need  fear  an  abnormal 
course  of  conversion  on  that  account.  If  we  examine  the  course 
of  conversions  during  malting  (germination),  it  may  be  seen  from 
Table  LXXI  that  the  extract  yield,  ash  solubilit)'  percentage, 
nitrogen  solubility  percentage  and  clarification  of  wort  leave 
nothing  to  be  desired,  if  we  consider  that  we  have  to  do  with 
six-rowed  barley  and  cannot,  consequently,  expect  to  obtain  the 
same  amount  of  extract  as  generally  supplied  by  two-rowed 
barley.  As  regards  proteid  conversion,  we  rmd  that  the  sample 
originating  from  America  has  N  =  P  +  T,  or  Ai  -r-  An  =  o  and 
An  >  -i-  a,  whereas  in  that  descending  from  Dalecarlia  N  «<  P 
+  T,  or  Ai  -h  All  «^o  and  An  >  -^  a. 

Thus,    in    the    former   barley    there    has  been  an  eiiuilibriuin 
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between  the  albumin  dissolution  process  and  the  proteolysis 
(according  to  our  Decomposition  Schedule:  ft  —  y  —  d),  whilst 
the  albumin  transformation  has  taken  the  opposite  direction 
(a  -«  b)  to  what  might  be  expected,  —  a  fact  which,  as  has 
been  shown  previously,  suggests  that  germination  has  continued 
into  the  stage  of  over-germination.  From  the  particulars  given 
in  Table  LXXI  concerning  the  development  of  the  acrospire,  it 
also  appears  that  this  sample  is  really  to  be  looked  upon  as 
over-germinated.  Accordingly,  this  experiment  goes  to  confirm 
our  previous  observation  that  the  albumin  transformation 
process  becomes  reciprocal  after  the  stage  of  over- 
germination  has  commenced,  and  that  this  process  is  the 
one  which  first  turns  reciprocal  in  over-germination.  This  one 
experiment  actually  proves  that  proteid  conversion  follows 
exactly  the  same  rules  or  the  same  schedule,  whether 
the  barley  malted  be  six-rowed  or  two-rowed. 

In  the  last-mentioned  sample  (barley  originating  from  Dale- 
carlia)  the  albumin  dissolution  process  has  been  less  marked  than 
the  proteolysis,  albumin  transformation  being  also  incomplete 
(according  to  the  Decomposition  Schedule:  [i<i6,  and  a  >  b). 
Thus,  the  albumin  transformation  has  taken  an  abnormal  course 
throughout.  This  result  cannot  be  a  matter  for  surprise  if  we 
remember  that  the  sample  has  been  over-germinated  (it  contains 
many  hussars),  and  also  that  —  as  has  been  stated  above  — 
about  12  per  cent  of  its  corns  were  unable  to  germinate.  We 
cannot  therefore  place  these  results  side  by  side  with  our  previous 
observations,  seeing  that  this  sample  had  to  be  characterised  at 
the  outset  as  rather  unfit  for  malting. 

As  regards  the  relation  of  the  vital  processes  to  one  another, 
a  difference  must  be  presumed  to  assert  itself  between  two-rowed 
and    six-rowed    barley.     When   the    barley   malted    is    two-rowed, 

the  quotient  -   after    the    termination    of    germination    is    always 

greater  than  i,  whereas  in  the  case  of  our  two  six-rowed  samples 
it  is  found  to  be  less  than  i.  Yet,  we  have  surely  not  to  do 
here  with  a  specific  difference,  but  taking  everything  into  con- 
sideration the  reason  is  rather  attributable  to  the  difference  in 
corn-size.  The  fact  is,  in  six-rowed  barley  the  endosperm  makes 
a  smaller  percentage  of  the  grain  than  it  does  in  two-rowed 
barley,    and    since    the    physiological    oxidation    process    must   be 
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supposed  to  act  especially  upon  the  endosperm,  whilst  the  root- 
growth  bears  mainly  on  the  germ  (embryo),  we  may  very  well 
imagine  that  a  smaller  corn  gives  a  less  oxidation  loss  in  pro- 
portion to  the  rootlet  loss  than  a  larger  one. 

Finally,  we  have  to  deal  with  the  malting  experiments  made 
with  the  four  pure  seed  cultures  of  barley  from  the  harvest  1908 
furnished  by  Sveriges  Utsadesfbrening  at  Svalbf  As  was  men- 
tioned on  p  247,  the  germination  was  not  brought  completely 
to  an  end  for  any  of  the  samples,  the  main  object  of  these  ex- 
periments being  simply  to  ascertain  whether  different  sorts  of 
barley  can  be  with  equal  facility  malted  in  a  satisfactory  manner 
in  point  of  proteid  conversion.  It  is  evident  that  in  order  to  get 
this  question  answered,  the  germination  must  be  broken  off  be- 
fore the  conversion  has  been  completed.  If  the  germination  is 
conducted  in  all  four  cases  in  exactly  the  same  manner,  we  shall 
be  enabled  to  judge  whether  any  of  the  different  sorts  show  an 
advantage  over  the  others;  but  we  must  of  course  be  prepared 
to  find  that  the  conversions  are  in  no  case  completed.  Since, 
however,  we  have  learned  from  our  prior  experiments  that  the 
conversions  can  always  be  completed  provided  that  the  vital 
forces  of  the  barley  concerned  have  not  been  weakened  and  that 
the  germination  be  conducted  in  a  suitable  manner,  it  will  suf- 
fice to  establish  the  fact  that  the  various  conversions  do  actually 
follow  the  normal  course.  A  summary  of  the  experimental  results 
is  given  in  Table  LXXII. 

Since  the  extract  yield  is  unobjectionable  in  all  four  samples, 
the  transformation  of  carbohydrates  must  be  supposed  to  have 
been  completed.  As  for  the  sum  of  the  activities  of  the  vital 
forces  (I  +  R),  it  has  been  unexceptionable,  yet  somewhat  less 
satisfactory  in  the  Pearl   barley.     On    the  other  hand,   if  we  look 

at  the  figures  representing  the  quotient  we  find  that  the  root- 
growth,  in  proportion  to  the  oxidation  process,  has  been  less 
vigorous  in  the  case  of  Princess  and  Pearl  barley  than  in  Che- 
vallier  and  Swan's  neck  barley,  hi  both  cases,  however,  the 
quotient  falls  within  the  normal  limits  (i.o  and  2.0). 

As  regards  proteid  conversion,  both  the  column  (N)  and 
the  numeral  series  "°  0  of  total  nitrogen  soluble"  show  con- 
siderable quantitative  differences  in  the  four  samples,  Swan's  neck 
barley    exhibiting    the    greatest     and    Pearl    barle>'    the    tniallcst 
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quantitative  conversion.  Intermediate  positions  are  occupied  by 
Chevallier  and  Princess  barley,  which  have  given  almost  identical 
results.  Qualitatively,  a  similar  difference  is  apparent  between 
the  four  samples,  albumin  transformation  having  advanced  farthest 
in  Swan's  neck  barley  and  the  least  in  Pearl  barley.  As  malting 
was  in  no  case  brought  to  an  end,  it  is  not  to  be  wondered  at 
that  in  all  four  barleys  we  find  Ai  +  An  >  O  and  An  >•  -r-  a, 
consequently  an  altogether  incomplete  protei'd  conversion.  The 
following  figures  give  a  summary  view  of  the  state  of  affairs  :  — 
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barley 

barley 

barley 

barley 
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0.14 

0.07 
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If  we  remember  that  we  have  to  reckon  with  an  analytical 
error  of  O.07,  the  proteid  conversion  must  be  said  to  be  quite 
normal  and  completed  in  the  Swan's  neck  barley,  and  the  albumin 
transformation  to  be  completed  in  the  Princess  and  Chevallier 
barley,  but  not  in  Pearl  barley,  while  proteolysis  has  come  to 
an  end  in  the  Pearl  barley,  but  not  in  Princess  and  Chevallier 
barley.  There  can  be  no  doubt  that  all  four  samples  would 
have  shown  altogether  normal  and  completed  conversions,  if  the 
malting  'process  had  been  carried  to  an  end  (that  is,  if  germi- 
nation had  been  allowed  to  go  on  for  one  or  two  days  more). 
But  at  the  same  time  the  fact  remains  that  proteid  conver- 
sion does  not  take  place  with  equal  facility  in  all 
barleys. 

In  the  instance  under  consideration  we  are  justified  in  as- 
serting that  Swan's  neck  barley  is  the  sort  which  most  readiK' 
admits  of  being  ready  malted,  whilst  the  reverse  is  the  case  with 
Pearl  barley. 

Whereas  in  some  sorts  (Swan's  neck  barley)  both  al- 
bumin transformation  and  proteolysis  can  be  easily 
brought  to  an  end,  there  are  others  (Pearl  barley)  in 
which  proteolysis  is  more  readily  completed  than  al- 
bumin transformation,  and  others  again  (Princess  and 
Chevallier  barley)  where  the  converse  is  the  case.  On 
the  other  hand,  all  barleys  appear  to  have  this  in  com- 
mon that  proteid  conversion  can  be  carried  to  an  end, 
provided    that    germination    be    conducted   in   the   right 
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manner  and  that  the  vital  forces  have  not  been  weak- 
ened by  the  operation  of  the  weather  or  otherwise. 

As  a  necessary  consequence  of  this  result  we  must  entirely 
subscribe  to  the  fundamental  principle  of  the  experimental  station 
at  Svalof,  which  has  been  repeatedly  emphasised  by  Professor 
Hjalmar  Nilsson,  viz.,  that  it  is  of  the  highest  import- 
ance for  the  practical  work  in  the  malt-house  that 
only  pure  sorts  should  be  employed,  and  never  mix- 
tures. From  what  has  been  mentioned  above,  it  may  be  easily 
imagined  how  impossible  it  will  be  to  prepare  a  uniform  and 
ready-germinated  malt  from  a  barley  mixture  of  which,  say,  lO 
per  cent  require  a  twenty-four  hours',  40  per  cent  a  forty-eight 
hours',  and  50  per  cent  a  seventy-six  hours'  steeping.  If  such  a 
mixture  is  steeped  for  forty-eight  hours,  10  per  cent  will  be  over- 
steeped,  and  50  per  cent  under-steeped,  and  if  the  steeping  is 
made  to  last  seventy-six  hours,  50  per  cent  will  be  over-steeped. 
The  result  will  in  the  first  place  be  an  irregular  germination, 
and  as  to  what  course  is  likely  to  be  taken  by  the  conversion 
processes,  particularly  that  of  the  proteid  matters,  I  need  only 
refer  to  our  previous  considerations. 

I  cannot  leave  the  question  regarding  the  germination  of 
barley  without  adding  an  observation,  made  incidentally  in  all 
my  experiments,  namely  that  a  development  of  bacteria  is  most 
liable  to  take  place  on  such  corns  or  in  such  samples  in  which 
the  vital  forces  have  been  either  utterly  destroyed  or  noticeably 
enfeebled,  or  in  which  they  are  prejudiced  during  the  very  ger- 
mination itself  (in  consequence  of  the  malting  operations  being 
badly  managed). 

D.    Kiln-drying. 

In  current  brewing  manuals  fairly,  copious  information  is 
given  concerning  the  significance  of  kiln-drying  for  the  prepara- 
tion of  malt.  From  those  older  observations  and  researches^)  it 
appears  that  temperature  is  one  of  the  most  decisive  agencies 
coming  into  play,  as  it  is  apt  to  exert  an  injurious  influence 
upon  the  various  enzymes,  as  soon  as  it  is  allowed  to  exceed 
the  optimum  temperatures.     This    influence    is  the  more  marked 


^)  See  also  A.   Schulle    ini    Hole.      Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw.   21,   231    and 
246  (1898). 


363 

(at  a  given  temperature)  the  more  the  degree  of  moisture  rises, 
and  it  also  increases  with  the  duration  of  the  l<:iln-drying  process, 
when  the  temperature  is  at  or  above  the  optimum  of  the  enzyme 
concerned.  Finally,  it  is  a  recognised  fact  that  the  renewal  of 
air  during  kiln-drying  plays  an  important  part  with  regard  to  the 
regulation  of  the  relation  between  temperature  and  moisture  on 
the  kiln  and  in   the  malt. 

Thus  we  are  able  to  weaken  one  or  more  of  the  enzymatic 
actions  in  kiln-drying.  Furthermore,  since  we  know  the  optimum 
temperatures  of  most  enzymes  (which,  of  course,  must  not  be 
exceeded  during  the  drying  process,  if  we  wish  to  be  sure  that 
the  enzymic  action  be  kept  unimpaired),  it  will  be  seen  that  we 
are  provided  with  all  the  information  required  to  judge  of  the 
influence  exercised  by  kiln-drying  on  ready-germinated  malt.  It 
is  only  with  regard  to  the  formation  of  colour  and  aroma  that 
the  views  of  the  difierent  writers  on  the  subject  are  still  rather 
divergent  and  unsettled. 

We  have  seen  before  that  as  soon  as  germination  has  been 
from  some  reason  or  other  driven  more  or  less  out  of  its  normal 
course,  the  consequence  will  almost  invariably  be  an  incomplete 
transformation  of  the  albumins.  The  malt  will  contain  larger  or 
smaller  quantities  of  Albumin  II  (most  likely  bynedestin),  and 
such  a  malt  must  always  be  looked  upon  as  being  of  inferior 
quality  to  one  that  does  not  contain  Albumin  II. 

Especially  in  the  case  of  malts  which  are  only  permitted  to 
go  through  a  not  very  vigorous  germination  ■ —  for  instance 
Pilsen  beer  malt  — ,  it  may  rather  easily  happen  that,  for  some 
reason  or  other,  the  albumin  transformation  process  does  not 
come  to  an  end  before  the  close  of  germination,  and  the  question 
then  arises:  Will  it  be  possible  to  remedy  this  defect  in  kiln- 
drying.? 

Hence  it  will  be  understood,  why  the  principal  object  of 
my  kiln-drying  experiments  was  to  clear  up  the  manner  in  which 
the  various  kiln-drying  factors  act  upon  Albumin  II,  or,  \u  other 
terms,  how  they  act  on  a  malt  \n  which  the  albumin  trans- 
formation process  has  not  been  terminated  in  the  course  of  ger- 
mination  itself. 

The  first  thing  to  be  done  was  to  find  a  suitable  object  to 
experiment  upon.  My  wish  was  gratifuci,  in  that  1  was  fortunate 
enough    to   get    hold  of  four  different  samples  of  mall   (for  Pilsen 
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TABLE  LXXIII. 

The  figures   indicate  the  differences  between  the  experimental   and   the   primary 

material,  consequently  the  conversion  effected  in  course  of  the  experiment. 

The  primary  matei'ial  contained  0.21  gr.  of  nitrogen  as  Albumin  II. 
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beer)  which  after  the  end  of  germination  still  proved  to  contain 
appreciable  quantities  of  Albumin  II.  I  quite  naturally  chose 
these  samples  for  the  objects  of  my  kiln-drying  experiments  — 
for  further  details,  see  the  section  treating  of  my  principal  ex- 
periments, p.  252. 


a)  Influence  of  Temperature  on  the  Changes 
taking  placein  Kiln-drying. 

'Experiments  XI  a  and  b,   p.    252. 

Table  LXXIII  shows  that  the  temperature  51  "  does  not  affect 
the  Albumin  II  existing  in  the  malt.  After  four  hours'  kiln- 
drying  at  60^,  on  the  contrary,  more  than  half  of  Albumin  II 
has  been  removed  from  the  malt,  and  according  as  the  tem- 
perature rises,  this  conversion  will  increase,  so  that  after  four 
hours'  drying  at  1 10°  we  shall  have  removed  the  whole  of  Al- 
bumin  II.     In    the    experiment   recorded    in    Table  LXXI\',  how- 
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TABLE  LXXIV. 

The   figures   indicate   the  differences  between   the  experimental   and  the  primary 

material,   /'.  t.   the  conversion  effected  in  the  course  of  the  experiment. 

The  p7'i>iiary  material  contained  0.22  gr.  of  nitrogen  as  Albumin  II. 


Columns 

t 

N 

Ai       A„ 

P 

T 

Ai  +  An 

P  +  T 

S 

Ex 

Changes 

in   the 

imount  of 

with 
mpe- 
lincd 

er) 

<L> 
(J 

C 

5 

en 

3 

>> 

-c 
0 

k,' 

0^ 

In    10,000  corns  is,   according  to  the  mashing 
metod,    transformed 

rs, 
e  te 
ont 
wat 

—  gr.   of  ni 

trogen 

corresponding  to 

gr.  of  extract 

o/o  of  total  ash 
soluble 

c 
<u 
bo 
0 

"«  !h 

0  0 
0 

0 

Clarifica- 

Kiln-dried 4  hou 

excess  of  air  at  th 

ralure  (The  mall  c 

7.2  per  cent  of 

c 
J* 

£ 

'c 

3 
0 

tn 

Albumin 

c 

D. 

a. 

u 
0 

a. 

Sum  of 

tion  of 
the  wort 

I 

II 

Ai  -f  An 

P-f  T 

60  » 
80  » 

93" 
1050 

1-3 

0.8 
5.0 

0 
-i-O.OI 
-^-O.I2 
-^0.29 

0.24 
0.14 
o.i6 
0.14 

^-0.22 
-HO.  20 
-H0.22 
-f-0.22 

^0.02 

O.OI 

0 
-HO.06 

0 
0.04 

-^-o.o6 
^0.15 

0.02 
-H0.06 
-H0.06 
^0.08 

-HO.02 

0.05 

-K).o6 

-H0.2I 

0.7 

1.6 
2.6 
3-9 

2.9    - 

-M-3    - 

^2.5    - 

-H4.4    - 

-3-3 
-6.9 
-4.1 
-2.7 

O.OI 

-HO. 04 
^  5-9 

good 
good 
good 
good 

Analytical 
errors 

2.1 

0.05 

0.07 

3-3 

2.6 

30 

I.O 

All   figures  without  signs  are  positive. 


ever,  the  entire  amount  of  the  said  Albumin  has  been  eliminated 
after  only  four  hours'   kiln-drying  at  60^. 

Thus,  we  see  that  Albumin  II  can  be  removed  from 
a  malt  in  kiln-drjMug,  namely  by  keeping  the  temperature 
on  the  kiln  at  60^  (more  exactly  between  51"  and  60°)  or  at  a 
higher  temperature.  The  time  it  takes  to  get  removed  the  whole 
amount  of  Albumin  II  varies  for  different  malts,  probably  on  ac- 
count of  their  different  contents  of  water,  though  the  cause  may 
also  be  attributable  to  very  different  circumstances  (such  as  the 
quality  of  the  barley  or  the  manner  in  which  the  malting  pro- 
cess is  conducted). 

Now,  what  is  that  Albumin  II  converted  into?  Does  it  simply 
pass  into  an  insoluble  form  (coagulate),  or  is  it  converted  into 
Albumin  I,  or,  hnally,  does  it  undergo  such  a  change  as  to  be- 
come specially  liable  to  be  readih' affected  b\-  proteolytic  enzymes? 

A  comparison  of  the  two  columns  An  and  A\  +  .\\i  will 
suffice  to  show  that  the  transformatit)n  can  only  to  a  very  in- 
considerable extent  be  due  to  Alhimiin  II  being  changed  into 
an     insoluble     form    (coagulation),    since    the    figures    relating    to 
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A[i  constantly  exhibit  much  greater  differences  than  Aj  +  An. 
Nor  is  there  anything  to  suggest  that  Albumin  II  is  affected  in 
such  a  manner  as  to  become  particularly  liable  to  undergo  the 
decomposing  action  of  proteolytic  enzymes;  for  in  no  case  the 
difference  P  -j-  T  -7-  N  is  found,  even  approximately,  so  great  as 
the  value  of  the  corresponding  conversion  of  Albumin  II,  in  spite 
of  the  fact  that  we  have  throughout  P  -1-  T  >  N^).  For  example, 
if  we  consider  the  experiment  in  which  kiln-drying  was  carried 
on  for  four  hours  at  69**,  we  find  P  +  T  -?-  N  =  0.03.  while  the 
conversion  of  Albumin  II  was  =  -^-o.  12;  hence  it  is  evident  that 
the  disappearance  of  Albumin  II  in  kiln-drying  cannot  be  due  to  an 
intensified  action  of  proteolytic  enzN'mes.  —  Thus,  the  only  pre- 
sumption or  possibility  left  is  that  Albumin  II  is  here  also  con- 
verted into  Albumin  I  (leucosin).  On  comparing  the  two  columns 
Ai  and  An,  we  shall  never  find  -~  An  =  -f  A\,  if  the  kiln-drying 
process  was  conducted  at  a  temperature  above  51°,  whereas  we 
constantly  find  -r-  An  >■  +  Aj.  By  how  much  -;-  An  is  greater 
than  +  A  ,  can  be  seen  in  the  column  Ai  -I-  A[j.  Now,  seeing 
that  these  figures  steadily  decrease  —  even  though  only  a  little 
with  a  rising  temperature  — ,  it  will  not  be  difficult  to  find  out 
the  real  state  of  the  case.  The  column  Ai  +  An  sets  forth  the 
value  of  the  progressing  coagulation  of  the  Albumins  I  and  II; 
but  since  this  value  is  always  appreciably  less  than  the  one 
representing  the  extent  of  the  transformation  of  Albumin  II,  we 
necessarily  arrive  at  the  result  that  Albumin  II  is  really 
converted  into  Albumin  I  under  the  conditions  stated  pre- 
viously. At  the  same  time  a  greater  or  less  amount  of  Albumin 
I  is  coagulated  out  —  a  process  which  must  obviously  increase 
in  intensity  with  the  time  during  which  and  the  temperature  at 
which  the  drying  process  is  carried  out. 

As  regards  the  various  enzymes,  we  find  that  the  proteo- 
h'tic  ones  are  not  weakened  in  their  power  of  action  until  a 
temperature  between  93"  and  loo'^  is  reached.  Indeed,  Table 
LXXIII  even  seems  to  show  that  the  peptic  action  is  very  little 
strengthened  during  kiln-drying   when    the  temperature  does  not 


'  The  reason  why  we  nearly  always  find  1'  -|-  T  >  N  after  the  kiln-drying 
process  has  been  finished,  must  be  sought  in  the  circumstance  that  a  greater 
or  less  part  of  the  leucosin  (Albumin  I)  present  is  changed  into  a  form 
insoluble   in   water  (coagulated). 
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exceed  about  90°.  The  tryptic  action,  on  the  contrary,  does  not 
appear  to  be  affected  by  a  temperature  not  exceeding  90*^  or  so. 

Thus,  the  depression  of  the  peptic  action  begins 
in  the  neighbourhood  of  100*^,  and  that  of  tryptic 
action  at  about  93*^,  when  the  kiln-drying  process  is  con- 
ducted for  four  hours  with  an  excess  of  air. 

In  the  column  (Ex),  which  brings  out  the  variations  in  the 
amount  of  extract  in  10,000  grains,  we  have  an  approximate  ex- 
pression of  the  influence  exercised  by  temperature  on  carbo- 
hydrate-splitting enzymes  during  kiln-drying,  at  an}'  rate  as  soon 
as  the  value  (Ex)  is  less  than  N  X  7,  and  proper  allowance  being 
made  for  the  analytical  error.  An  inspection  of  the  figures  re- 
presenting (Ex),  as  given  in  the  two  tables,  will  show  that  the 
amount  of  extract  increases  somewhat  in  the  course  of  the  drying 
process,  so  long  as  the  temperature  does  not  exceed  60*^.  As 
for  the  cause  of  this  increase,  our  experiments  do  not  give  an\' 
information;  it  may  be  imagined  to  be  due  to  several  causes, 
such  as  an  intensified  enzymic  activity  or  a  formation  of  hydrates. 
The  amount  of  extract  keeps  unaltered  from  about  60^ 
to  about  100;  but  above  the  latter  temperature  the 
amount  declines  noticeably  as  the  temperature  rises. 
It  is  worthy  of  notice  that  even  after  four  hours'  drying  at  iio*^ 
the  loss  of  extract  is  so  inconsiderable  that,  properly  speaking, 
it  becomes  rather  difficult  to  imagine  that  we  ha\e  to  do  with 
a  diminution  of  the  power  of  action  of  carbohydrate -splitting 
enzymes^).  Considering  all  things,  it  appears  to  be  far  more 
probable  that  the  loss  of  extract  is  attributable  to  a  formation 
of  anhydride  or  a  caramelisation,  an  explanation  which  is  in  per- 
fect accord  with  the  fact  —  brought  out  with  eminent  clearness 
by  E.  Buchner's  researches  on  zymase  —  that  enzymes  are 
possessed  of  high   powers  of  resistance  to  the  action  of  dry  heat. 

With  reference  to  the  acidity  of  maU  it  may  be  mentioned 
that  it  increases  a  little  with  the  temperature  up  to 
100°  inclusive.  If,  however,  the  kiln-drying  process  be  carried 
on  at  a  temperature  exceeding  about  105'*,  the  acidity  begins 
to  diminish,  probably  by  reason  of  the  diminution  of  volatile 
free  acids'^). 


','  See  Note  4,   [>.  IQ.S. 

*;   E.  Prior;    (iRMiiie   iiiid  I'liysiologie  des  Mnl/.os   and   dos  IJieres,    1S96,    p.  181. 


368 

That  the  percentage  of  nitrogen  solubility  exhibits 
a  downward  tendency  as  soon  as  we  exceed  a  tempe- 
rature of  90  to  100",  is  probably  due  in  the  main  to  the 
above-mentioned  coagulation  of  Albumin  I,  but  may  also  in 
some  measure  be  ascribed  to  a  lessened  tryptic  action. 

As  for  the  behaviour  of  soluble  ash-constituents  during 
kiln-drying,  and  the  clarification  of  the  wort,  it  appears 
that  different  malts  give  somewhat  varying  results. 

Finally,  I  would  direct  the  attention  of  my  readers  to  the 
figures  relating  to  dry  substance  (t)  in  Tables  LXXIII  and  LXXIV. 
In  this  point  also  we  find  that  different  malts  are  affected  some- 
what differently  by  temperature.  In  both  cases,  however,  it  is 
seen  that  no  loss  of  dry  substance  is  suffered  during 
kiln-drying  until  the  temperature  rises  above  105*^. 
Below  this  temperature  we  nearly  always  meet  with  an  increase 
in  the  dry-substance  figures,  whereas  at  iio^  a  marked  loss  of 
dry  substance  is  seen  to  occur.  Whether  the  latter  be  due  to 
an  oxidation  process  —  as  E  Prior^)  supposes  — ,  seems  to  me 
rather  doubtful.  I  think  it  more  likely  to  be  accounted  for  by 
the  assumption  of  an  incipient  formation  of  anhydride,  just  as 
the  increase  in  dry  substance  observed  at  lower  temperatures  is 
attributable  to  a  formation  of  hydrates. 

b)  Influence  of  Time  on  the  Changes  taking  place 
in   Kiln-drying. 

(Experiments  XII  a  and   b,   p.    253.) 

In  the  experiment  the  results  of  which  are  set  forth  in  Table 
LXXV,  a  considerable  portion  of  malt  was  kiln-dried  in  one  lot 
in  one  of  my  experimental  kilns,  the  temperature  of  which  be- 
fore loading  was  90°.  In  the  course  of  the  experiment,  samples 
were  taken  after  the  drying  process  had  been  going  on  for  3, 
5  and  8  hours.  As,  however,  water  evaporated  continually,  it 
was  not  practicable  to  maintain  a  constant  temperature  throughout 
the  course  of  the  experiment.  In  the  second  experiment  (see 
Table  LXXVI),  on  the  contrary,  equal  quantities  of  malt  were 
weighed  out  into  equally  large  powder-glasses,  which  were  closed 
with    tight-fitting   glass-stoppers.     The    powder-glasses  were  then 


',   Chemie  unci   Physiologie  des   Maizes  und   des  Bieres   1S96,   p.    176. 
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heated  up  to  80°  in  an  ordinary  hot-air  oven  for  i,  2,  3  and  4 
hours.  Consequently^  in  the  first  experiment  the  air  had  access 
to  the  malt  during  the  drying  process,  whilst  the  evaporation  of 
the  water  could  at  the  same  time  take  place  quite  unimpeded. 
In  the  second  experiment,  on  the  contrary,  the  air  was  not  re- 
newed, but  the  conditions  of  moisture  were  maintained  constant 
throughout  the  period  of  experiment  (7.6  per  cent  of  water).  My 
motive  in  adopting  a  temperature  not  exceeding  90*^  was,  that  I 
wished  to  keep  unimpaired  the  power  of  action  of  the  various 
enzymes  during  the  experiment. 

In  these  experiments,  after  a  given  conversion  has  com- 
menced (after  a  comparatively  short  time  of  action;,  it  must 
naturally  be  expected  to  proceed  further  with  the  time,  in  the 
direction  it  has  once  taken,  provided  that  the  malt  experimented 
upon  does  not  undergo  any  alteration  liable  to  bring  about  a 
change  of  the  direction  [e.  g.  consequent  upon  changes  occurring 
in  the  conditions  of  moisture). 

On  a  closer  inspection  of  Table  LXXV,  we  must  expect  to 
find  —  according  to  the  statements  previously  made  with  regard 
to  the  influence  of  the  temperature,  which  at  no  moment  ex- 
ceeded 88*^  —  that  the  figures  relating  to  dry  substance,  extract, 
acidity  and  action  of  proteolytic  enzymes  increase  to  a  greater 
or  less  extent  with  the  time  of  experiment.  All  this  we  find 
confirmed  by  going  over  the  various  series  of  figures,  so  that  it 
will  not  be  necessary  to  go  more  fully  into  this  aspect  ot  the 
action  of  the  time,  since  it  is  quite  consistent.  On  the  other 
hand,  with  regard  to  the  conversion  of  Albumin  II  into  Albumin 

I  we  are  in  presence  of  a  peculiarity  which  we  shall  have  to  con- 
sider somewhat  more  closely.  The  malt  sample  employed  for 
this  experiment  was  the  same  as  that  used  in  the  experiment 
represented  in  Table  LXXIV.  We  have  seen  above  that  the 
transformation  of  Albumin  II  into  Albumin  1  was  compleled  alter 
only  four  hours'  kiln  drying  at  60 <>  (see  Table  LXXIV);  but  here 
we  find  —  for  the  same  malt  —  that  only  one  fourth  of  Albumin 

II  has  been  changed  into  Albumin  I  after  three  hours'  kiln-drying 
at  79".  In  the  first-named  series  of  experiments  the  malt  sub- 
jected to  each  kiln-drying  process  amounted  to  only  about  lis 
gr.,  but  in  the  latter  series  it  amounted  to  ajiproximateiy  500  gr. 
It  is  evident  that  500  gr.  of  malt  will  be  dried  up  more  slowly 
than    lis    gr.,   and   this   c-ircunistance   will  account   Iim   tin-  tact  that 
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TABLE  LXXV. 

The  figures  indicate  the  differences  between  the  experimental  and   the   primary 
material,   ;'.  e.   the  conversion  effected   in   the   course  of  experiment. 
TAe  primary  material  contained  0.22  gr.  of  tiitrogen  as  Albumin  II. 
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in  the  present  series  of  experiments  only  one  fourth  of  the  whole 
quantity  of  Albumin  II  is  converted  into  Albumin  I,  although 
from  the  action  of  the  temperature  one  would  expect  this  con- 
version to  be  carried  to  an  end.  As  no  other  reason  can  be 
assigned  for  the  protraction  of  the  albumin  transformation  than 
the  moisture  referred  to  above,  we  are  justified  in  concluding 
that  the  transformation  of  Albumin  II  into  Albuniin  I 
during  kiln-drying  takes  place  the  more  readily  the 
less  water  is  contained  in  the  malt,  or,  in  other  words, 
the  velocity  of  transformation  stands  in  a  certain  proportional 
ratio  to  the  velocity  at  which  the  malt  dries  up.  Moreover,  we 
learn  from  the  experiment  that  the  albumin  transformation  in- 
creases if  the  duration  of  the  drying  process  is  prolonged. 

In  the  experiments  recorded  in  Table  LXXVI  the  tempera- 
ture was  maintained  constant  at  80°;  but  the  malt  was  not  al- 
lowed to  dry  up  at  all,  nor  to  come  in  contact  with  more  air 
than  was  confined  m  the  powder-glass.  Now,  the  figures  show 
that  after  three  hours'  heating  the  albumins  have  not  yet  under- 
gone any  change  at  all,    and  that  the  various  enzymes  have  not 
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TABLE  LXXVI. 

The   figures   indicate   the  differences  between   the   experimental  and   the  primary 

material,   i.  e.   the  conversion   effected  in   the  course  of  the  experiment. 

The  pri/nary  material  contained  o.oj  gr.  of  7iilrogen  as  Albumin  II. 
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been  noticeably  strengthened  or  enfeebled  in  their  power  of  ac- 
tion. After  four  hours'  heating,  on  the  contrary,  the  whole  amount 
of  Albumin  II  has  been  transformed  into  Albumin  I,  and  the 
efficacy  of  the  proteolytic  enzymes  has  been  weakened  to  a  per- 
ceptible degree.  Whether  the  reason  for  this  is  to  be  sought  in 
the  circumstance  that  the  water  vapour  set  free  has  not  been 
able  to  escape,  or  else  in  the  absence  of  air  supply,  cannot  of 
course  be  decided  with  certainty,  but  considering  all  the  facts 
bearing  upon  the  question,  the  conditions  of  moisture  would  seem 
to  be  the  main  cause. 

From  these  experiments  we  see  once  more  that  the  facility 
and  speed  with  which  Albumin  II  is  changed  into  Albumin  1 
may  vary  somewhat  in  different  malts;  \et  this  much  has  been 
established  that  about  four  hours'  kiln-drying  at  a  suitably  high 
temperature  (over  60")  will  almost  alvva\'s  bring  this  conversion 
to  an   end. 

As  for  the  reason  wli\'  various  malts  may  behaxc  differcnth' 
in  kiln-drying  with  regard  to  the  transformation  of  .Mhumin  11 
into   All)umin    I,    I    ma\'    rdcr   to   the    I  )('("()m[)()siti()ii   .Schedule   on 
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p.  275.  It  appears  from  this,  that  an  incomplete  albumin  trans- 
formation during  germination  may  be  due  to  the  fact  that  we 
have  a  >  b  or  ^  >  ^,  or  both  If  a  >  b,  but  />  =  b,  the  result 
will  be,  that  the  malt  will  contain  two  albumins,  namel)-  byn- 
edestin  (?)  An  and  leucosin  Ai.  If,  on  the  contrary,  a  =  b  but 
/?  >»  ^,  the  malt  will  contain  three  real  albumins,  namely  y  (An) 
and  leucosin  +  Y  (Aj).  Finally,  if  a  >  b  and  /?  >  d,  the  result 
may  be  four  real  albumins,  namely  bynedestin  -f  y  (An)  and  leu- 
cosin +  Y  (Ai).  Now  it  is  by  no  means  certain  that  the  albumins 
bynedestin  and  y  are  with  equal  facility  converted  into  leucosin 
and  Y  respectively,  nor  can  it  be  taken  for  granted  that  the 
albumins  leucosin  and  Y  coagulate  with  the  same  facilit}';  con- 
sequently, according  to  the  Decomposition  Schedule,  it  will  be 
easily  understood  how  different  malts  may  behave  differently  in 
kiln-drying  both  with  regard  to  the  transformation  of  Albumin  II 
into  Albumin  I  and  also  to  the  coagulation  of  Albumin  I. 

c)  Influence    of  Moisture    on   the  Changes    taking  place 
in  Kiln-drying. 

(Experiment  XIII,    p.   253.) 

Since  the  kiln-drying  process  was  carried  on  at  a  tempera- 
ture of  80®,  the  results  established  in  what  precedes  lead  us  to 
expect  that  Albumin  II  has  been  converted  into  Albumin  I,  and 
that  the  proteolytic  enzymes  have  not  been  weakened  in  their 
power  of  action,  but  possibly  rather  a  little  strengthened.  We 
must  also  expect  to  find  an  indication  that  the  albumins  begin 
to  coagulate. 

Accordingly,  after  having  kiln-dried  part  of  the  sample  used 
for  this  experiment  for  four  hours  at  So**  and  with  its  natural 
amount  of  water  (7.3  per  cent),  we  may  anticipate  a  conversion 
that  agrees  with  the  surmises  put  forward  above. 

The  inspection  of  the  series  of  figures  in  the  table  below 
which  express  the  results  of  our  experiment  with  J.i  per  cent 
of  water,  will  give  a  total  or  partial  confirmation  of  the  correct- 
ness of  these  conjectures. 

The  question  now  arises:  What  will  be  the  behaviour  of  a 
given  malt  if  kihi-dried  for  four  hours  at  So**  with  a  smaller 
(5.4  per  cent)  or  greater  amount  (18.4  per  cent)  ot   moisture? 

If  we    compare    the   three  numeral  series  in   Table  LXXVII, 
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TABLE  LXXVII. 
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it  will  readily  be  seen  that  the  transformation  ofAIbumin 
II  into  Albumin  1  is  not  accelerated  in  kiln-drying, 
when  the  amount  of  water  contained  in  the  malt  is  in- 
creased, but  rather  if  it  be  diminished.  Confronting  this 
result  with  those  of  our  prior  observations,  we  notice  a  general 
indication  to  the  effect  that  the  conditions  of  moisture  are  of 
some  consequence  in  this  conversion  process,  and  more  espe- 
cially, that  it  is  favoured  rather  by  deficiency  than  by 
excess  of  moisture,  providing  of  course  that  the  temperature 
be  the  right  one  (/.  e.,  higher  than  60°).  Further,  we  observe 
that  the  f a c u  1 1 y  of  coagulating  of  the  a  1  Imi m  i  n s  is  in- 
creased to  a  small  degree  if  the  malt  subjected  to  the 
drying  process  contains  some  20  per  cent  of  water  or 
more  (see  columns  A|  and  Ai  -^  An),  and  also  that  both  the 
peptic  and  the  tryptic  action  may  possibly  be  a  little  increased 
by  a  moist  kiln-drying.  As  regards  the  yield  in  extract,  no  con- 
siderable difference  is  observable.  It  may  be  seen,  however,  that 
when  the  temperature  does  not  exceed  80°,  a  moist  kilning  does 
not  (liniinisli  the  power  of  reaction    of  carbohydrate-splitting  en- 
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zymes.  It  is  to  be  noted,  however,  that  if  the  drying  process 
had  been  undertaken  at  a  temperature  higher  than  90'',  we  should 
indubitably  have  found  the  efficacy  of  the  said  enzymes  to  have 
suffered  more   by  a  moist  than  by  a  dry  kilning. 

Both  the  figures  relating  to  dry  substance  and  those  repre- 
senting amount  of  extract  tend  to  confirm  the  hypothesis  put 
forward  above:  That  in  kiln-drying  we  may  have  to  do  both 
with  a  formation  of  anhydrides  and  with  one  of  hydrates.  That 
the  former  is  favoured  by  a  dry  and  the  latter  by  a  moist  kilning 
process,  is  not  a  matter  for  surprise.  This  surmise  is  borne  out 
by  the  experiment  under  notice;  but,  of  course,  the  fact  must 
not  be  lost  sight  of  that,  after  all,  it  is  the  temperature  that  is 
the  principal   agent. 

d)  Influence  of  Air-renewal  on  the  Changes  taking 
place  in   Kiln-drying. 

(Experiment  XIV",   p.  259.) 

In  this  experiment  particular  stress  was  laid  on  having  the 
question  answered,  whether  renewal  of  the  air  during  the  kiln- 
drying  process  is  of  any  consequence  with  regard  to  the  trans- 
formation of  Albumin  II  into  Albumin  I.  Our  previous  experi- 
ments tended  to  show  that  this  factor  does  not  influence  the 
other  changes  of  matter,  setting  aside  the  very  marked  influence 
it  exerts  on  the  evaporation  of  the  water  and,  hence,  on  the 
temperature.  It  will  thus  be  understood  why  in  these  series  of 
experiments  I  did  not  use  a  higher  temperature  than  63*^,  and 
why  the  drying  process  was  made  to  last  only  three  hours.  Un- 
fortunately, two  of  my  tin  precipitations  have  been  lost,  so  that 
it  has  only  been  possible  to  compute  the  values  for  the  individual 
albumins  in  the  initial  and  final   experiments. 

It  may  be  seen  in  the  following  table  that  the  transformation 
of  Albumin  II  into  Albumin  I  takes  place  more  readily  under 
intense  aeration  than  when  only  a  very  limited  quantity  of  air 
is  passed  through  the  malt. 

It  is,  however,  rather  difficult  to  say  whether  this  difference 
is  due  to  the  supply  of  air  or  to  the  evaporation  of  the  water. 
In  fact,  it  is  evident  that  the  more  air  is  passed  through  the 
malt  in  a  unit  of  time,  the  more  water  will  evaporate  within  the 
same    time;    consequently,    the    result   obtained    may   be    as   well 


375 


TABLE  LXXVIII. 

The  figures   indicate   the  differences  between  the  experimental   and   the  primary 
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attributable  to  the  fact  that  malt,  if  kiln-dried  with  excess  of 
air,  is  dried  up  quicker  (by  which,  as  has  been  shown  before, 
the  transformation  here  mentioned  is  furthered)  than  it  is  with 
a  deficiency  of  air.  However,  by  making  a  detour  we  shall  see 
that  the  air  />er  se  must  really  be  supposed  to  favour  the  change 
of  Albumin  II  into  Albumin  I. 

The  experimental  results  set  forth  in  Tables  LXXVI  and 
LXXVIII  relate  to  one  and  the  same  object  of  experiment  (/.  e., 
one  and  the  same  malt  sample),  so  that  these  two  tables  are 
directly  comparable.  From  the  former  it  appears  that  a  three 
hours'  kiln-drying  at  a  temperature  of  80*^  without  renewal  of 
the  air  and  without  evaporation  of  the  water  is  insufficient  to 
convert  Albumin  II  into  Albumin  I.  By  Table  LXXVIII  we  learn 
that  by  a  three  hours'  kilning  at  63"  and  with  a  very  slight 
renewal  of  air  (1.5  1.  during  the  whole  period  of  experiment)  the 
conversion  in  question  is  at  any  rate  induced.  The  (.[uantity  of 
air  supplied  (1.5  1.)  was  saturated  with  moisture  at  20"  before 
being   l)iov\'ii   into  the   kiln,    and    at    the  moment  when   it   lelt   the 
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same  it  had  a  temperature  of  63*'  and  was  doubtless  likewise 
saturated  with  moisture;  consequently,  we  may  reckon  that  the 
above  1.5  1.  of  air  has  deprived  the  malt  of  only  0.19  gr.  of 
water.  Seeing,  further,  that  the  experiment  was  made  on  115  gr. 
of  malt  containing  7.6  per  cent  of  water,  it  follows  that  in  the 
drying  process  only  0.2  per  cent  of  moisture  has  been  withdrawn 
from  the  malt.  None  of  the  above  kilning  experiments  warrant 
the  supposition  that  so  minute  a  change  in  the  condition  of 
moisture  could  be  capable  of  bringing  about  such  a  change  in 
the  conversion  as  that  under  discussion.  Thus,  it  can  only  be 
accounted  for  on  the  assumption  that  the  air  (oxygen.?)  furthers 
the  transformation  of  Albumin  II  into  Albumin  I  in  the 
course  of  kiln-drying. 

That  the  solubility  of  the  mineral  constituents  in  water  is 
also  influenced  by  the  air,  is  manifest  from  our  experiments, 
which  prove  that  the  percentage  of  solubility  decreases  the  most 
when  the  air-renewal  is  very  scant,  whilst  it  declines  the  least 
if  the  drying  process  is  conducted  with  excess  of  air. 

In  this  series  of  experiments  we  do  not  meet  with  any 
coagulation  of  Albumin  I  (leucosin)  at  all;  consequently,  the  per- 
centage of  solubility  of  nitrogen  does  not  undergo  any  modifica- 
tion either.  The  fact  that  the  figures  relating  to  extract,  dry 
substance,  acidity  and  activity  of  proteolytic  enzymes  remain 
constant,  is  a  consequence  of  the  low  temperature  at  which  the 
experiments  were  made,  but  may  perhaps  also  be  taken  as  a 
proof  that  changes  taking  place  within  these  substance  groups 
during  kiln-drying  are  not  to  any  appreciable  extent  dependent 
on  whether  the  process  be  effected  with  or  without  renewal 
of  air. 

In  concluding  this  chapter  relating  to  kiln-drying  it  is  to  be 
noticed  that  we  are  here  dealing  with  quite  minute  conversions 
or  changes;  indeed,  these  are  so  exceedingly  inconsiderable  that 
one  might  feel  tempted  to  assert  that  the  agencies  coming  into 
play  do  not  manifest  themselves  at  all.  Although  this  result  has 
by  no  means  surprised  me,  and  though  it  has  been  borne  out 
by  several  experiments  not  to  be  further  mentioned  here,  it  will 
no  doubt  be  understood  that  I  take  occasion  to  invite  the  atten- 
tion of  my  readers  to  this  point,  wishing  to  make  a  kind  of 
reservation  with  regard  to  the  way  in  which  1  have  interpreted 
the  results  of  these  experiments. 
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E.    Storage  of  Malt. 

Investigations  made  by  J.  Brand^)  and  L.  Aubry^)  have 
led  to  the  result  that  different  malts  may  behave  differently  while 
being  stored.  As  a  general  rule  it  may  be  said  that  the  yield 
in  extract  is  a  little  diminished  (by  respiration),  whilst  the  fact 
has  also  been  established  that  unstored  malt  does  not  admit  of 
being  worked  so  well  as  that  which  has  been  stored.  A  storage 
without  renewal  of  the  air  also  leads  to  unsatisfactory  results. 

A.  Schulte  im  Hofe^)  states  that  the  extract  yield  under- 
goes a  diminution  during  storage  when  the  final  temperature  of 
kiln-drying  was  low,  but  that  the  yield  is  augmented  if  that 
temperature  was  high  The  amount  of  soluble  proteid  matters 
suffers  a  greater  diminution  in  storage  when  the  said  tempera- 
ture was  low  than  when  it  was  high.  The  quantity  of  peptone 
increases  during  storage  if  the  final  kilning  temperature  was  80** 
or  below;  if  not,  it  becomes  less.  Finally,  the  amids  decrease 
in  quantity  if  the  malt  was  subjected  to  a  low  temperature  be- 
fore leaving  the  kiln,  whereas  in  the  case  of  a  high  temperature 
they  are  apt  to  increase. 

That  a  moist  storage  is  likely  to  influence  the  malt  in  an 
undesirable  manner,  has  been  proved  by  F.  Schonfeld*),  who 
asserts  that  proteolytic  actions  come  into  operation. 

As  mentioned  previously,  I  instituted  experiments  on  storage 
of  malts  which  had  left  the  kiln  at  very  different  temperatures; 
but  in  no  case  the  results  obtained  gave  evidence  of  any  such 
contrast.  Accordingly,  if  different  malts  behave  differently  in 
storage,  I  cannot  believe  Schulte  im  Hofe  to  be  right  in  his 
assertion  that  the  actual  reason  is  to  be  sought  in  the  final 
kilning  temperature;  but  I  am  rather  inclined  to  seek  it  in  the 
quality  of  the  barley  concerned  or  else  in  the  conditions  of  ger- 
mination. However,  I  am  not  prepared  to  declare  niN'self  any 
further  on  this  subject,  as  all  my  experiments  on  the  same  have 
given  essentially  identical  results.  For  this  reason  I  will  make 
public  only  one  of  these  experiments,  Tv'cr..  that  in  which  the 
storage  extended  over  the  longest  period.    It  was  undertaken  on 


'     Zeitschr.   f.   d.  ges.   Brauw.    17,   389  (1894). 

^,  Ibid.  20,  265  (1897). 

3j  Ibid.  21,   231   and  246  (1898). 

*)  Wochenschr.   f.  Braucr.   21,   257  (1904). 
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malt  of  Danish  two-rowed  barley  of  the  harvest  1907,  which  left 
the  kiln  at  70°  and  contained  at  that  moment  5.77  per  cent  of 
water.  The  storage  was  made  at  a  temperature  varying  between 
14°  and  20°,  and  lasted  333  days.  From  February  to  August 
1908  the  malt  took  up  little  by  little  7.95  per  cent  of  water,  and 
from  August  1908  to  January  1909  it  gave  off  2.86  per  cent. 
Thus,  the  time  of  storage  comprises  a  period  of  water  absorption 
and  one  of  drying  up.  The  figures  given  in  Table  LXXIX  re- 
present the  extent  of  the  change  in  each  particular  group  of 
substances  from  step  to  step  during  storage  {viz..  after  44,  79, 
115,   174,  223  and  333   days). 

On  looking  over  each  series  of  figures  in  the  table,  it  may 
be  seen  that  even  in  the  case  of  a  malt  which  was  kilned  finally 
at  a  low  temperature,  the  chemical  composition  undergoes  only 
a  very  slight  modification  in  the  course  of  the  storing  period, 
provided  that  light  has  not  had  access  and  that,  in  return,  there 
has  been  an  ample  supply  of  air.  In  order  to  be  able  to  form 
a  correct  estimate  of  the  state  of  affairs,  it  must  be  remembered 
that  in  the  course  of  the  first  174  days  of  storage  the  malt  took 
up  8  per  cent  of  moisture,  and  that  from  the  174''  to  the  333''' 
day  it  gave  off  3  per  cent  of  the  amount  of  water  absorbed 
during  the  former  space  of  time.  Thus,  the  experiment  covers  both 
a  moist  and  a  dry  period.  Since  after  174  days'  storage  the  malt 
contains  13.72  per  cent  of  water,  it  follows  that  this  moist  period 
must  be  called  rather  unfavorable,  it  being  considered  a  bad 
thing  in  practice  if  a  malt  takes  up  so  much  water  during  storage. 
After  being  stored  for  333  days  the  malt  contains  only  10.86  per 
cent  of  water,  an  amount  which  approximates  to  that  of  a  normally 
matured  malt.  Thus,  the  conditions  of  storage  obtaining  in  the 
experiment  under  consideration  cannot,  after  all,  be  said  to  be 
very  favorable,  and  I  feel  persuaded  that  Table  LXXIX  gives  a 
reliable  picture  of  the  changes  which  a  malt  is  to  be  expected 
to  undergo  in  the  course  of  storage. 

If  after  the  above  remarks  we  proceed  to  consider  our  ex- 
perimental results,  we  shall  find  that  the  figures  expressing  the 
amount  of  dry  substance,  and  also  those  representing  the 
sum  of  mineral  constituents,  are  subject  to  somewhat  ir- 
regular Ouctuations  during  the  period  of  storage.  In  this  con- 
nection it  must  be  remembered,  however,  that  during  storage 
dust-like  particles  are  continually  being  detached  from  the  malt, 
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and  therefore  are  not  included  in  our  estimate,  so  that  allowance 
must  of  necessity  be  made  for  the  consequent  falling  off  —  how- 
ever minute  it  may  be  —  in  the  figures  relating  to  dry  sub- 
stance and  ash.  In  the  case  of  the  former  set  of  figures  the 
variations  do  not  exceed  to  any  extent  the  magnitude  of  the 
analytical  error,  and  at  all  events  do  not  at  any  moment  de- 
crease by  values  greater  than  that  error.  This  surely  warrants 
the  conclusion  that  no  loss  is  suffered  by  oxidation  (re- 
spiration.?) in  the  course  of  storage,  at  any  rate  not  an 
oxidation  sufficiently  intense  to  make  itself  felt  in  the  form  of  a 
loss  of  dry  substance. 

As  regards  the  quantity  of  soluble  ash  constituents, 
the  table  shows  plainly  enough  that  it  increases  a  little  during 
storage.  It  will  further  be  seen  that  the  figures  representing 
acidity  are  becoming  greater  as  the  storage  progresses,  and 
that  very  nearly  in  proportion  to  the  duration  of  the  same.  There 
can  be  no  doubt  that  these  two  changes  are  in  a  certain  inter- 
dependence on  each  other,  that  is,  they  are  attributable  to  one 
and  the  same  cause,  most  likely  the  formation  of  primary 
phosphates. 

The  amount  of  extract  in  io,000  corns  also  increases  a 
little  in  course  of  storage,  a  fact  which  will  of  course  result  in 
a  better  yield  of  extract.  It  may  probably  be  due  to  the 
circumstance  that  the  increased  amount  of  acidity  tends  to  en- 
hance the  power  of  some  (perhaps  all)  enzymes. 

Turning  finally  to  the  changes  undergone  by  the  various 
nitrogenous  matters  during  storage,  it  will  first  be  noticed 
that  the  amount  of  soluble  constituents  of  this  class  aug- 
ments with  the  time  of  storage,  whilst  at  the  same  time  the 
insoluble  ones  decrease  in  quantity.  The  increase  of  soluble 
nitrogenous  matters  is  due  to  the  fact  that  the  peptic  action 
is  a  little  intensified  as  the  storage  time  goes  on.  That 
it  is  really  so,  is  evident  from  the  figures  expressing  the  sum  of 
denuclein.  proteose  and  peptone,  since  —  as  pointed  out  above 
—  these  three  individuals  represent  the  products  of  peptic  de- 
composition. The  tryptic  action,  on  the  contrary,  does  not 
undergo  any  change  in  storage,  as  the  amount  of  nitrogen  in 
the  form  of  ammonia  and  amine-amid  remains  the  same  through- 
out the  whole  period. 

With  reference  to  the  Albumins    it   will    be    observed  that 


38i 

—  as  was  to  be  expected  —  no  coagulation  takes  place  during 
storage,  the  sum  Albumin  I  +  II  remaining  constant  throughout. 
On  the  other  hand,  there  seems  to  be  some  slight  evidence  that 
Albumin  I  is  liable  to  be  converted  into  Albumin  II 
in  a  wet,  and,  conversely,  the  latter  into  the  former 
in  a  dry  period  of  storage.  These  results  are,  however,  dis- 
closed to  us  only  by  way  of  indication,  as  it  were,  since  the 
respective  figures  for  Albumin  I  and  Albumin  II  deviate  but 
slightly  from  the  analytical  error.  If  the  conclusions  just  men- 
tioned be  confronted  with  those  arrived  at  in  our  experiments 
on  kiln-drying,  it  will  be  found  that  the  transformation  of  Al- 
bumin II  into  Albumin  I  takes  place  throughout,  at  least  in 
some  measure,  proportionally  to  the  drying  up  of  the  malt,  or, 
in  other  terms:  —  There  is  much  that  goes  to  show  that  the 
change  of  Albumin  II  into  Albumin  I  is  to  be  considered  as  a 
kind  of  anhydride  formation  or  condensation. 


7.     Practical  Valuation  of  the  Malt  Samples  prepared. 

In  the  preceding  pages  we  have  seen  how  it  is  possible  to 
follow  step  by  step  the  various  transformations  of  proteid  matters 
during  the  malting  process,  and  also  how,  on  the  basis  of  such 
a  series  of  researches,  we  are  enabled  to  ascertain  whether  the 
changes  which  have  taken  place  are  entirely  or  partially  normal. 
It  goes  without  saying  that  such  extensive  research-work  can 
hardly  be  undertaken  in  practice,  not  only  because  of  the  extra- 
ordinary amount  of  laboratory  work  necessarily  entailed  by  it, 
but  also  for  the  very  simple  reason  that  it  is  not  practicable  at 
all  whenever  it  is  a  question  to  judge  of  malt  supplied  by  the 
commerce,  since  in  such  a  case  the  barley  used  in  the  prepara- 
tion of  the  malt  is  not  present  and  cannot  be  included  in  the 
valuation.  Accordingly,  with  regard  to  the  practical  valuation  of 
different  malt  samples  in  respect  of  the  character  of  the  proteid 
conversion,  it  becomes  necessary  to  procure  quite  another  basis. 

In  an  ordinary  analysis  of  malt  the  quantities  of  the  various 
groups  of  proteid  substances  will  always  be  estimated  either  in 
proportion  to  the  dry  substance  or  to  the  aggregate  amount  of 
nitrogen  of  the  malt.  Consequently,  our  considerations  must  start 
from  one  or  the  other  of  these  modes  of  calculation.  In  Table 
LXXX  I  have  therefore  given   a  summary  of  twenty-eight  among 
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the  malt  samples  mentioned  above,  the  proteid  conversion  of 
which  is  completely  known. 

Basing  upon  the  facts  resulting  from  our  experiments  on  the 
subject,  the  last  column  summarises  the  character  of  the  proteid 
conversion  which  has  taken  place  in  each  malt  sample.  Let  it 
be  remembered  in  this  connection  that,  if  Aj  4-  An  =  o  and 
An  =  ^  a,  a  perfectly  normal  proteid  conversion  has  been  com- 
pleted; further,  that  Aj  +  An  >»  o  means  a  higher  numerical  value 
in  the  case  of  the  albumin  dissolution  process  as  compared  with 
the  proteolysis,  and  that  An  >>  -j-  a  implies  an  incomplete  albumin 
transformation.  In  those  cases  where  we  find  Aj  +  An  «<  o,  the 
proteolysis  has  had  a  higher  numerical  value  than  the  albumin 
dissolution  process.  Finally,  it  is  to  be  mentioned  that  the  figures 
are  italicised  in  those  cases  where  we  have  to  do  with  malts 
giving  a  normal  and  completed  conversion  of  proteids.  The  two 
undermost  series  contain  the  maximum  and  minimum  values  ob- 
tained for  each  particular  group  of  substances  in  those  malts 
which  exhibit  normal  and  finished  conversions. 

The  valuation  of  a  series  of  malt  samples  may,  of  course, 
as  well  be  based  upon  the  values  calculated  in  relation  to  malt 
dry-substance  as  upon  those  calculated  in  relation  to  the  total 
nitrogen  content  of  the  malt;  ^^et  it  appears  to  me  that  the  latter 
proceeding  is  likely  to  yield  the  easiest  manageable  figures  and 
therefore  deserves  to  be  given  the  preference. 

We  have  seen  in  what  precedes  that  the  proteid  conversion 
taking  place  in  the  germination  process  can  be  brought  to  an 
approximately  regular  termination.  But  if  the  germination  be 
continued  beyond  this  point  (over-germination),  the  result  will  be 
that  at  least  one  of  the  conversion  processes  [viz..  that  of  al- 
bumin transformation)  very  soon  commences  to  be  reciprocal. 
Consequently,  a  malting  process  can  by  no  means  be  said  to  be 
completed  with  regard  to  the  conversion  of  proteids  until  the 
latter  has  reached  such  an  extent  as  is  characterised  by  the  fact 
that  the  whole  amount  of  Albumin  II  (edestin  salt)  has  been 
changed  into  Albumin  I  (leucosin),  and  that  the  amount  of  in- 
soluble nitrogenous  constituents  which  have  entered  into  solution 
is  exactly  equal  to  that  converted  within  the  same  time,  through 
the  agency  of  proteolytic  enzymes,  into  products  of  proteolytic 
decomposition.  It  is  the  point  thus  reached  that  is  characterised 
by  All  —  -f-  a  and  A|  +  An  =  o.     A  malt  which  fulfills   this  de- 
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mand  will  never  contain  Albumin  II  (that  is,  real  albumins,  which 
react  analytically  in  the  same  manner  as  edestin  salts,  edestin 
and   bynedestin). 

If  in  Table  LXXX  we  seek  out  those  malt  samples  which 
show  normal  and  finished  conversions  with  regard  to  proteid 
substances,  we  shall  find  that  none  of  them  (N'^=  2,  3,  5,  6,  13, 
15,  16,  17,  r8  and  22)  contain  Albumin  II,  at  any  rate  not  in 
any  such  quantity  as  would  correspond  to  the  analytical  error. 
But  if  at  the  same  time  we  consider  Analysis  N"'  21,  which  has 
no  finished  proteid  conversion,  we  here  also  find  the  amount  of 
Albumin  II  =  o.  Hence  it  is  evident  that  this  point  (the  amount 
of  Albumin  II)  alone  is  not  sufficient  to  decide  whether  a  malt 
has  had  a  normal  and  completed  proteid  conversion.  That  parti- 
cular which  requires  to  be  known  is  the  relation  between  the 
albumin  dissolution  process  N  and  the  proteolysis  P  +  T.  It 
follows  as  a  matter  of  course  that  perfectly  clear  information 
about  this  relation  can  never  be  obtained  from  practical  malt 
analyses,  as  the  value  N  in  Table  LXXX  does  not  represent  the 
extent  of  the  albumin  dissolution  process,  but  the  sum  of  soluble 
nitrogenous  matters  pre-existing  in  the  barley  and  those  formed 
by  this  process,  the  proteolysis  P  +  T  being  for  the  same  reason 
found  to  be  slightly  greater  than  it  really  is. 

In  Analysis  N'  21  we  find,  however,  N  =  29.3  and  P  -f  T 
=  22.9,  which  figures,  being  appreciabl}^  lower  than  the  corre- 
sponding minimum  values  of  a  normal  and  finished  proteid  con- 
version (see  the  nethermost  series  of  figures  in  Table  LXXX), 
enable  us  to  conclude  that  a  malt  does  not  exhibit  a 
normal  and  completed  proteid  con\'ersion  until  at  least 
38  per  cent  of  its  total  nitrogen  amount  pass  into  the 
wort  in  the  form  of  soluble  nitrogen  substances  and  at 
least  31  per  cent  of  its  total  nitrogen  amount  pass  into 
the  wort  in  the  form  of  peptic  and  trj'ptic  decomposi- 
tion products,  a  further  condition  being  that  the  wort 
must  not  contain  Albumin  II  or,  at  most,  only  traces  of 
the  latter.  A  further  consideration  of  the  analytical  figures  col- 
lected in  Table  LXXX  will  show  that  almost  all  the  incompletely 
malted  samples  (N^*  I,  4,  7,  8,  9,  10,  ii,  12,  19,  20,  21,  23,  25, 
26,  27  and  28)  contain  less  than  46  and  less  than  40  per  cent, 
respectively,  of  the  aggregate  amount  of  nitrogen  of  the  malt  in 
the  form  of  N  and   P  -h  T.     It    is    onh-    the   Anal\ses  N^    14   and 
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24  that  have  given  values  higher  than  the  maximum  figures  for 
malt  having  a  normal  and  completed  proteid  conversion;  seeing, 
however,  that  both  these  malts  were  decidedly  over-germinated, 
the  results  referred  to  can  be  easily  accounted  for.  We  shall 
comparatively  seldom  have  to  do  with  malts  in  the  case  of  which 
N  and  P  +  T  are  represented  by  figures  higher  than  the  maxima 
quoted  above.  If  we  come  across  such  samples,  it  may 
be  inferred  that  they  have  been  over-germinated. 

If  we  judge  of  the  above  twenty-eight  malts  on  the  basis 
of  the  fundamental  rule  which  has  been  laid  down,  the  result 
will  be  that  only  the  samples  N°"  2,  3,  5,  6,  13,  15,  16,  17,  18, 
22,  25,  27  and  28  can  be  characterised  as  ready-malted^),  as 
only  these  have  a  normal  and  finished  proteid  conversion.  This 
result  is  in  agreement  with  the  conclusions  previously  arrived  at. 

Against  this  estimation,  however,  the  objection  may  be  raised 
that  our  twenty-eight  samples  were  dried  at  only  45°  for  twenty- 
four  hours.  It  therefore  remains  an  open  question,  whether  a 
real  kiln-drying  will  not  alter  the  case  to  such  an  extent  that 
the  numerical  limits  stated  above  would  no  longer  be  in  accord- 
ance with  the  real  facts.  By  the  help  of  the  experimental  re- 
sults set  forth  in  Table  XLII,  p.  256,  we  may  easily  form  an  idea 
of  the  influence  exercised  by  kiln-drying  upon  the  said  limits. 
The  table  below  contains  the  results  of  the  above  kilning  ex- 
periment, as  calculated  in  proportion  to  the  total  nitrogen  amount 
of  the  malt. 

If  we  recollect  that  —  as  clearly  shown  by  the  uppermost 
series  of  figures  —  the  malt  sample  under  consideration  did  not 
attain  a  perfectly  completed  proteid  conversion,  it  will  be  seen 
from  the  figures  that  in  consequence  of  kiln-drying  the  limit 
value  for  Albumin  II  is  decidedly  reduced  to  O,  whereas  those 
of  N  and  P  -f  T  can  be  kept  unaltered,  unless  the  kilning  tem- 
perature be  superior  to  about  93°.  If,  on  the  contrary,  the  final 
kilning  temperature  was  higher  than  93^,  the  minimum  limit 
must  be  lowered  somewhat  both  for  N  and  P  +  T.  How  much 
the  limit  values  have  to  be  lowered,  depends  on  the  kilning 
temperature.  In  the  case  of  low  and  middling  kilning  tempera 
tares  the  limit  values  stated    previously    may    be  retained,  whilst 


^)  Nos    18,    25,    27  and   28  still    contain  a    trace  of  Albumin  II,   so  that  proteid 
conversion   has  not  quite  come   to  an   end   in   these  samples. 
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TABLE  LXXXI. 
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36.6 
36.1 

34-2 
30.7 

2.6 
5-4 
5-9 
5-5 

4.5 
0.4 

0 

0 

3-9 
4-4 
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4.1 

0.8 

2.2 
2.0 
1-4 

4-3 
2.4 
2.0 
2.2 

20.5 
21.3 
19.4 
175 

9.0 
9.0 
8.9 
7-7 

29-5 
30.3 
28.3 

25.2 

76.64 
75.90 
75-64 

73-71 

Analytical   errors 

I.O 

••5 

0.6 

we  are  obliged  to  modify  them  when  it  is  a  question  of  very- 
high  kilning  temperatures  (such  as  those  used  for  stout  malt). 
In  the  latter  case  the  minimum  limit  for  N  must  be  lowered 
from  38  to  33  per  cent,  and  for  P  -J-  T  from  31  to  27  per  cent. 
It  is  true  that  on  this  point  the  valuation  is  rendered  somewhat 
uncertain;  but  that  cannot  be  helped;  moreover,  since  the  action 
during  the  kilning  process  takes  a  positive  direction  with  regard 
to  the  albumin  transformation  process,  but  a  negative  direction 
in  the  case  of  the  albumin  dissolution  process  and  proteolysis, 
it  follows  that  the  modifications  alluded  to  are  not  likely  to  affect 
the  ultimate  valuation  to  any  perceptible  degree. 

As  a  basis  for  the  valuation  the  rule  may  according!}'  be 
established  that  the  result  of  a  malting  process  may  be  said  to 
be  satisfactory  in  respect  of  the  transformation  both  of  carbo- 
hydrates and  proteids,  if  the  malt  gives  at  least  73  per 
cent  of  extract  of  malt  dry-substance,  does  not  con- 
tain any  proteid  belonging  to  the  group  Albumin  II, 
and  contains  at  least  33  per  cent  of  its  total  nitrogen 
amount  in  the  form  of  soluble  nitrogen  matters  (N)  and 
at  least  27  per  cent  of  its  aggregate  nitrogen  content 
in  the  form  of  proteolytic  decomposition  products  (P 
+  T)  —  all  estimated  on  the  wort  from  a  mashing  performed 
on  powdered  flour  in  the  laboratory. 

It  is  to  be  observed,  however,  that  the  mode  of  valuation 
here    discussed    suffers   from    the    defect   that    it    requires    a    con- 
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siderable  amount  of  analytical  work  (for  instance,  as  many  as 
seven  determinations  of  nitrogen).  I  have  therefore  used  my  best 
endeaveours  to  contrive  another,  simpler,  method,  and  one  that 
would  permit  of  estimating  the  albumin  transformation  by  means 
of  a  single,  easily  performed  reaction.  It  naturally  occurred  to 
my  mind  that  it  might  perhaps  be  possible  to  find  some  reagent 
that  would  give  a  distinct  secretion  of  Albumin  II,  but  not  of 
any  other  body  existing  in  the  wort.  Unfortunately,  I  have  not 
been  successful.  I  have  made  experiments  with  several  rather 
different  reagents,  such  as,  for  example,  formaldehyde,  acetone, 
acetic  ether,  acetaldehyde;  but  in  every  case  where  an  effect 
could  be  observed  at  all,  it  was  Albumin  I  that  was  precipitated. 
At  length,  two  years  ago,  I  thought  I  had  discovered  in  ferro- 
sulphate  a  test  that  produced  only  a  precipitation  of  Albummll; 
but  on  closer  investigation  I  found  that  the  nitrogenous  substance 
which  was  precipitated  must  also  be  referred  to  the  proteid  group 
Albumin  I.  I  need  not  therefore  deal  at  greater  length  with 
those  experiments^). 

I  cannot,  however,  conclude  the  present  work  without  drawing 
attention  to  the  fact  that  the  results  numerically  set  forth  in 
Tables  LXXX  and  LXXXI  enable  us  to  provide  an  empirical 
basis  of  valuation  which  offers  as  high  a  degree  of  certainty  as 
the  above-mentioned  method,  and  which  possesses  this  additional 
advantage  that  it  necessitates  onh^  four  estimates  of  nitrogen. 

Seeing  that  the  variations  in  the  values  of  the  aggregate 
proteolytic  scission  P  +  T  are  mainly  determined  by  the  varia- 
tions in  the  value  "Tryptic  Decomposition  Products"  (T);  seeing 
also  that  Albumin  II  both  during  germination  and  kilning  is 
transformed  into  Albumin  I,  it  is  obvious  that  the  character  of 
the  proteid  conversion  may  as  well  be  determined  on  the  basis 
of  the  quantity  of  tryptic  decomposition  products  and  Albumin  I 
as  on  that  of  the  quantity  of  proteolytic  decomposition  products 
and  Albumin  II.  As  to  where  the  minimum  limits  are  to  be 
drawn  under  these  conditions,  can  be  easily  ascertained  by  an 
inspection  of  the  above  tables.  The  manner  in  which  we  must 
here  draw  our  conclusions  is  in  perfect  agreement  with  what  has 
been  set  forth  on  pp.  384 — 385,  and  we  thus  arrive  at  the  result 
that  a  malt  has  been  satisfactorily  malted  with  respect  to  the 
transformation  both  of  carbohydrates  and  proteids,   if: 

^)  Bryggertidende    10,  43  (1907),   and  Zeilschr.  f.  d.  ges.  Brauw.   30.  345  (1907)- 
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(i)  it  gives  at  least  'j ^  per  cent  of  extract  from  malt 
dry -substance; 

(2)  at  least  33  per  cent  of  the  total  nitrogen  amount 
of  the  malt  enter  into  solution  in  the  course  of 
m  ashing; 

(3)  at  least  19  or  20  per  cent  of  the  total  nitrogen 
amount  of  the  malt  are  met  with  in  the  wort  in 
the  form  of  tryptic  decomposition  products  (am- 
monia, amine-amid) ; 

(4)  at  least  5  or  6  per  cent  of  its  total  nitrogen 
amount  occur  in  the  wort  in  the  form  ofAlbumin 
I  (leucosin). 

When  the  malting  process  is  carried  out  on  the  spot,  it  may 
answer  the  purpose  to  also  determine  the  rootlet  quantity,  which 
may  be  easily  done  by  the  procedure  described  in  the  chapter 
dealing  with  the  methods  of  working.  When  intended  for  prac- 
tical use,  this  determination  may  even  be  considerably  simplified 
by  omitting  the  estimations  of  dry  substance,  which  are  super- 
fluous, since  the  percentage  of  the  latter  is  practically  the  same 
in  the  rootlets  as  in  malt  grains.  A  well  germinated  malt 
should  give  at  least  3  gr.  of  rootlet  for  each  100  gr.  of 
malt  grains. 

A    determination    made     on     this     basis    requires    only    four 
estimates  of  nitrogen,  the  results  of  which  are  calculated  in  pro- 
portion to  the  total  nitrogen  content  of  the  malt,  namely:  — 
(i)  The  amount  of  total  nitrogen   in  the  malt  sample; 

(2)  The  amount  of  total  nitrogen  in  the  wort  prepared  from  it; 

(3)  The  amount  of  nitrogen  precipitated  in  the  wort  by  means 
of  stannous  chloride  on  my  precipitation  method; 

(4)  The  amount  of  nitrogen  precipitated  from  the  wort  by 
means  of  uranium  acetate  on  my  precipitation   method. 

The  determination  (2)  -^  (4)  gives  the  amount  of  nitrogen 
existing  in  the  wort  in  the  form  of  tr^'ptic  decomposition  pro- 
ducts, whereas  the  determination  (3)  gives  the  quantity  of  nitrogen 
occurring  in  the  form  of  Albumin  I. 


Before  concluding  these  considerations,  I  will  annex  a  sum- 
mary view  of  the  way  in  which  the  loss  sustained  in  malting  is 
distributed  among  the  above  samples  of  Danish  Prentice    barley. 
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TABLE  LXXXII. 


Prentice  barley 
harvested 


from   10,000  barley 
corns 


1905        1907      1908 


from   100  gr.  barley 
dry-substance 


1905        1907       1908 


gr.  of  steeping   loss 

gr.  of  oxidation  loss 

gr.  of  rootlet  loss  (dry  substance) 

gr.  of  extract  yield 

gr.  of  unaltered  matter  (husk) .    . 


12.0 
25.4 
20.9 
248.9 
637 


4-9 

26.0 

18.3 

231.7 

634 


3-5 
17.7 
10. 1 

252.3 
■  70.6 


3-24 

1.42 

6.85 

7-55 

564 

5-31 

67.17 

67.29 

17.10 

18.43 

0.99 

5.00 

2.85 
71-23 

19-93 


Sum   . 


370.9      344.3     354.2 


per  cent  of  malting  loss 


15.73       14.28 


It  may  be  clearly  seen  from  these  figures  how  different 
barleys  can  give  very  difi'erent  results  with  regard  to  aggregate 
malting  loss  and  its  distribution  among  the  various  accounts 
(steeping,  oxidation  and  rootlet-growth).  Further  explanations, 
beyond  those  given  in  what  precedes,  are  unnecessary.  I  will 
only  point  to  the  fact  that  the  sample  of  1908  showed  so  un- 
satisfactory steeping  conditions  that  it  can  by  no  means  be 
classed  among  good  malt  barleys. 


8.    Principal  Results. 

These  may  be  summed  up  as  follows :  — 

(i)  The  separation  method  used  by  me  for  the  different 
groups  of  proteid  substances  gives  perfectly  reliable  results,  — 
see  p.  210. 

(2)  Proteid    conversion    during  the  malting  process. 

(a)  In  the  course  of  germination,  the  insoluble  proteid 
matters  existing  in  the  barley-grain  are  partially  converted, 
through  one  or  several  intermediate  stages,  into  a  water-soluble 
proteid  which  shows  the  same  analytical  reaction  as  Albumin  II. 
This  proteid  is  further  converted,  in  whole  or  in  part,  into  an- 
other, which  has  the  same  analytical  reaction  as  Albumin  I,  and 
which  is  finally  split,  entirely  or  partially,  by  the  proteolytic  en- 
zymes, thus  giving  rise  to  peptic  (denuclein,   proteoses  and  pep- 
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tones)   and  tryptic  decomposition  products  (ammonia,  amine-amid 
compounds),  —  see  p.  282. 

(b)  Hordein  is  first  partially  converted  into  bynin  (insoluble 
in  water),  which  by  further  action  is  converted,  as  a  whole  or 
partially,  into  a  water-soluble  real  albumin,  which  has  the  same 
analytical  reaction  as  Albumin  II.  This  albumin  is  transformed 
in  the  manner  described  above. 

(c)  Edestin  is  converted,  in  whole  or  in  part,  into  byn- 
edestin  (Albumin  II),  which  is,  wholly  or  partially,  further  con- 
verted as  mentioned  above  (a). 

(d)  The  edestin  salts  are,  in  general,  transformed  entirely 
into  leucosin. 

(e)  Leucosin  —  whether  pre-existing  in  the  barley  or  arising 
from  the  edestin  salts  —  seems  to  be  very  resistent  towards  the 
action  of  proteolytic  enzymes.  As  a  rule,  it  is  not  affected  by 
these,  at  any  rate  not  to  any   appreciable   extent,  —  see  p.  282. 

The  albumin  (Y  or  leucosin.?)  formed  according  to  (a),  (b) 
and  (c),*  and  whose  analytical  reaction  is  the  same  as  that  of 
Albumin  I,  is,  on  the  contrary,  very  readily  acted  upon  by  pro- 
teolytic enzymes. 

(f)  The  proteid  conversion  taking  place  in  germinating  barley, 
is  brought  about  by  three  processes,  nameh'  the  albumin  dis- 
solution process,  proteolysis,  and  albumin  transformation  process, 
—  see  p.  283. 

(g)  When  the  proteid  conversion  has  been  normal  and  com- 
pleted, we  shall  always  find  the  albumin  dissolution  process  to 
be  equal  to  the  proteolysis,  while  the  total  amount  of  edestin 
salts  pre-existing  in  the  barley  has  at  the  same  time  been  trans- 
formed into  leucosin.  The  malt  does  not  contain  Albumin  II  at 
all,  —  see  p.  280. 

(h)  The  proteid  conversion  takes  place  by  the  self-same  rules, 
whether   the    barley    malted    be   six-rowed    or   two-rowed,  —  see 

p.  358- 

(3)  Steeping. 

(a)  It  is  absolutly  necessary  to  ascertain  how  long  a  steeping 
a  given  barley  can  endure  without  prejudice  to  its  vitality  — 
see  pp.  290,  298  and  304. 

(b)  The  longest  period  of  steeping  which  a  barley  can  go 
through  without  detriment  to  its  vitality,  is  the  normal  steeping 
time  of  that  barley  —  see  p.  288. 


390 

(c)  In  determining  the  normal  steeping  time  of  a  barley,  the 
steeping  should  be  effected  with  the  same  water  and  at  the  same 
temperature  as  used  in  the  malt-house  concerned  —  see  p.  304. 

(d)  A  barley  whose  normal  steeping  time,  when  the  steeping 
is  effected  with  distilled  water  at  18  to  20°,  does  not  exceed 
six  hours,  is  unfit  for  malting  purposes.  If  under  the  mentioned 
conditions  the  normal  steeping  time  is  estimated  at  twenty-four 
hours,  the  barley  is  of  doubtful  value.  Only  such  barleys  are  fit 
for  malting  purposes  as  do  not  attain  their  full  vitality  until  after 
twenty-four  hours',  or  more,  steeping  under  the  aforesaid  con- 
ditions —    see  pp.  289  and  357. 

(e)  Between  the  chemical  and  the  physiological  aspect  of  the 
steeping  process  a  certain  genetic  relation  can  be  proved  to  exist, 
but  only  until  the  optimum  has  been  reached.  Beyond  this  point 
the  physiological  forces  (vitality)  are  weakened  at  a  quicker  rate 
than  the  chemical  ones.  Tryptic  action  comes  sooner  into  opera- 
tion during  steeping  than  peptic  action  and  the  other  processes 
of  proteid  conversion  —  see  p.  294. 

(f)  A  normal  steeping  is  necessary  for  the  purpose  of  bringing 
about  a  perfectly  normal  and  completed  proteid  conversion  with 
an  equilibrium  between  all  the  processes;  it  also  gives  the  greatest 
quantitative  result.  Both  under-  and  over- steeping  have  the  effect 
of  weakening  all  the  proteid  conversion  processes,  whilst  at  the 
same  time  changing  their  interrelation,  so  that  in  both  cases  we 
get  a  qualitatively  and  quantitatively  incomplete  conversion. 
Neither  the  proteolysis  nor  the  albumin  transformation  is  finished 
—  see  p.  300. 

(g)  The  carbohydrate-transforming  forces  come  readily  and 
quickly  into  operation;  but  by  over-steeping  they  are  weakened 
after  having  commenced  to  operate  —  see  p.  297  Note. 

(h)  Under-steeping  does  not  completely  liberate  the  latent 
physiological  forces  (oxidation  and  root-growth);  nor  do  they 
keep  the  same  proportions  in  which  they  were  stored  up  in  the 
barley-grain.  The  root-growth  comes  into  operation  quicker  than 
the  oxidation  process.  —  Over-steeping  liberates  the  latent  phy- 
siological forces  in  their  right  proportion,  but  afterwards  weakens 
them  both,  without,  however,  changing  their  interrelation  —  see 
p.  298. 

(i)  The  acidity  increases  with  the  steeping  time  —  see 
p.  301. 
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(k)  The  velocity  of  growth  of  the  acrospire  increases  with 
the  steeping  time  —  see  p.  303. 

(4)  Germination. 

A.  Temperature. 

(a)  The  optimum  temperature  of  a  normal  and  finished  proteid 
conversion  may  be  described  as  an  optimum  zone  extending  from 
about    13''  to  about   17°  —  see  pp.  311,   342  and  345. 

(b)  If  the  germination  is  effected  at  a  temperature  between 
17  and  20°,  the  quantitative  aspect  of  proteid  conversion  is  im- 
paired, whilst  the  qualitative  aspect  is  not  affected  —  see  p.  311. 

(c)  If  germination  be  effected  at  a  temperature  above  20", 
the  result  will  be  an  abnormal  and  incompleted  proteid  con- 
version —  see  p.  311. 

(d)  Among  all  the  transformation  processes,  that  of  albumin 
dissolution  is  the  one  which  is  the  most  sensitive  to  the  action 
of  temperature  —  see  pp.  320  and  345. 

(e)  The  optimum  of  acid-formation  lies  at  about  16°  —  see 
p.  312. 

(f)  The  velocity  of  development  of  the  acrospire  increases 
with  the  temperature  of  germination  —  see  p.  313. 

(g)  A  falling  off  in  the  germination  temperature  extending 
beyond  the  minimum  limit  of  the  optimum  temperature  zone 
(about  13*^)  tends  to  weaken  the  root-growth  to  a  marked  degree 
—  see  p.  344. 

A  more  exhaustive  account  of  the  influence  of  temperature 
on  the  germination  processes  has  been  given  on  pp.  345   to  348. 

B.  Time. 

(a)  In  general,  the  largest  amount  of  decomposition  and  trans- 
formation is  accomplished  during  the  first  four  days  of  germina- 
tion, both  as  regards  carbohydrates  and  proteid  matters  —  see 
p.  314.  The  velocity  of  reaction  is  affected  by  temperature.  A 
fuller  account  may  be  found  on  pp.  318  to  320. 

(b)  Over-germination  causes  some  of  the  forces  operating  in 
normal  germination  to  suspend  their  activity  entireK-  or  partially 
(peptic  action,  root-growth  and  physiological  oxidation  process), 
whilst  others  even  commence  operating  in  an  opposite  direction, 
i.  e.  become  reciprocal  (transformation  of  carbohydrates  and  al- 
bumins [that  is,  transformation  of  Albumin  II  into  Albumin  I]); 
only    two    trniisformations    continue   in   the  same  manner  and  the 
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same    direction    as    they    did   when    the    germination   was   normal 
(tryptic  action  and  acid-formation)   —  see  p.   317. 

C.  Conditions  of  Moisture. 

(a)  Abnormal  conditions  of  moisture  during  germination  tend 
to  impair  the  transformation  of  carbohydrates,  the  root-growth, 
the  oxidation  process  and  the  albumin  transformation  process  — 
see  pp.  325  and  328. 

(b)  The  oxidation  process  is  weakened  more  by  too  dr>'  a 
germination  than  is  the  root- growth,  whereas  both  processes  are 
equally  impaired  when  the  germination  is  conducted  under  excess 
of  moisture  —  see  p.  326. 

(c)  A  particularly  dry  germination  appears  to  impair  the 
proteolysis  also  (yet  only  the  peptic,  not  the  tryptic  action)  — 
see  p.  329. 

(d)  Acid-formation  proceeds  more  slowly  under  abnormal 
than  under  normal  conditions  of  moisture  —  see  p.  329. 

(e)  Too  high  a  degree  of  moisture  during  germination  tends 
to  favour  the  development  of  the  acrospire  —  see  p.  329. 

D.  Renewal  of  Air. 

(a)  An  insufficient  renewal  of  the  air  (too  low  oxygen  tension) 
during  germination  is  apt  to  impair  all  the  transformation  pro- 
cesses —  see  p.   330. 

(b)  The  fact  that  during  a  ten  days'  germination  the  relation 
between  the  oxidation  process  and  the  root- growth  is  not  notice- 
ably affected  by  the  oxygen  tension,  warrants  the  conclusion  that, 
at  any  rate  as  far  as  barley  is  concerned,  there  exists  a  definite 
relation  between  these  two  processes   —  see  p.  332. 

(c)  An  insufficient  supply  of  air  during  germination  is  apt  to 
impair  all  the  processes  of  prote'id  conversion  not  only  quantita- 
tively, but  also  qualitatively,  so  that  neither  albumin  transforma- 
tion nor  proteolysis  is  completed  —   see  p.  332. 

(di  Acid-formation  is  impaired  if  oxygen  tension  be  dimi- 
nished —  see  p.   333. 

E.  Light. 

(a)  The  carbohydrate  transformation,  physiological  oxidation 
process  and  root-growth  are  somewhat  impaired  by  the  operation 
of  light,  yet  without  the  relation  between  the  two  latter  processes 
being  changed  —  see  pp.  335  and  337. 
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(b)  Light  tends  to  check  the  albumin  transformation  process 
or  to  render  it  reciprocal  —  see  p.  337. 

(c)  The  development  of  the  acrospire  (consequently  over- 
germination)  is  furthered  by  light  —  see  p.  337. 

(d)  The  acidity  is  not  affected  by  light  —  see  p.  338. 

F.  During  a  normally  conducted  germination,  mineral 
constituents  do  not  undergo  any  quantitative  change  beyond 
the  conversion  of  insoluble  into  soluble  ones  in  a  quantity  corre- 
sponding to  that  which  is  taken  up  by  the  root  within  the  same 
space  of  time.  Consequently,  in  a  normally  germinated  malt  the 
amount  of  water-soluble  mineral  constituents  calculated  in  pro- 
portion to  total  ash,  will  be  equal  to  the  amount  existing  in  the 
barley  from  which  the  malt  was  prepared  —  see  p.  302. 

G.  Occurrence  ofCatalytically  acting  Enzymes  in 
Barley  and  Malt. 

(a)  Barley  contains  both  peroxidases  and  real  catalases  — 
see  p.  323. 

(b)  The  amount  (or  action)  of  peroxidases  increases  in  the 
process  of  germination,  but  decreases  in  kiln-drying.  The  amount 
of  catalases,  on  the  other  hand,  does  not  increase  while  the  barley 
is  germinating;  but  it  declines  during  the  kiln-drying  process  — 
see  p.  323. 

(c)  Peroxidases  occur  in  the  periphery  of  the  barley-corn 
and  in  the  germ,  but  not  in  the  endosperm  —  see  p.  324. 

(d)  In  the  rootlet  peroxidases  occur  in  large  quantities,  whilst 
the  leaflet  is  altogether   free    from    these  enzymes  —  see  p.  325. 

(5)  The  Sort  of  Barley. 

(a)  Different  sorts  of  barley  do  not  admit  of  being  malted 
with  equal  facility;  but  they  all  have  this  in  common  that  pro- 
teid  conversion  can  always  be  carried  to  an  end,  provided  that 
the  steeping  and  germination  processes  are  conducted  in  the  right 
manner  and  that  the  vital  forces  of  the  barley-grain  have  not 
been  impaired  by  the  operation  of  the  weather  or  in  ain'  other 
way  —  see  p   361. 

(b)  A  barley  which  exhibits  a  marked  tendency  to  heat  up 
during  the  first  days  of  germination,  must  be  malted  with  greater 
caution  than  other  barleys  —  see  p.  352. 

26 
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(6)  Kiln-drying. 

(a)  In  the  course  of  kiln-drying  Albumin  II  may  be  trans- 
formed into  Albumin  I  (leucosin).  This  transformation  begins  at 
a  temperature  ranging  between  51*^  and  60°  and  increases  both 
with  temperature  and  with  time,  the  velocity  of  transformation 
increasing  with  the  degree  of  desiccation  of  the  malt,  as  also 
with  the  amount  of  air  supplied  during  the  drying  process.  The 
latter  cannot  be  brought  to  an  end  with  equal  facility  in  all 
malts  —  see  pp.  365,  366,  370,  371,  373  and  376. 

(b)  The  coagulation  of  Albumin  I  does  not  set  in  until  the 
temperature  on  the  kiln  exceeds  90^,  and  it  is  accelerated  by  a 
moist  kilning  —  see  pp.  368  and  373. 

(c)  The  peptic  action  begins  to  be  weakened  at  about  lOO", 
and  the  tryptic  action  at  a  temperature    lower  by  a  few  degrees 

—  see  p.  '^6'] . 

(d)  The  amount  of  extract  does  not  fall  ofT  appreciably  till 
the  temperature  on  the  kiln  exceeds   lOO^  —  see  p.  367. 

(e)  The  acidity  increases  with  the  temperature  up  to  100° 
inclusive;  after  such  a  temperature  is  reached,  it  decreases  — 
see  p.  367. 

(f)  No  loss  of  dry  substance  (by  oxidation)  is  suffered  during 
kilning,  so  long  as  the  temperature  does  not  go  above  105°  — 
see  p.  368. 

(7)  Storage  of  Malt. 

(a)  No  noticeable  loss  by  oxidation  takes  place  during  storage 

—  see  p.  380. 

(b)  Both  the  acidity  and  the  amount  of  soluble  mineral  con- 
stituents increase  in  the  course  of  storage.  From  this  fact  it 
may  be  inferred  that  the  quantity  of  soluble  phosphates  (primary) 
becomes  greater  during  storage   —  see  p.  380. 

(c)  The  yield  in  extract  increases  somewhat  with  the  time 
of  storage  —  see  p.  380. 

(d)  Peptic  action  increases  a  little  during  storage  —  see  p.  380. 

(e)  During  a  moist  period  of  storage  Albumin  I  shows  a 
tendency  to  be  transformed  into  Albumin  II;  the  reverse  process 
takes  place  in  a  dry  storing  period  —  see  p.  381. 

(8)  A  general  malt  analysis  does  not  furnish  sufficient 
information  enabling  us  to  undertake  a  real  valuation  of  the 
quality  of  a  malt.    In  order  to  have  a  reliable  basis,  it  is  neces- 


395 

sary  to  know  whether  the  proteid  conversion  be  normal  and 
completed   —  see  pp.  303  and  334. 

(a)  A  perfectly  normal  and  completed  proteid  conversion  has 
been  attained  when  (i)  at  least  33  per  cent  of  the  aggregate 
nitrogen  amount  of  the  malt  occur  in  the  form  of  soluble  nitrogen 
matters  (in  a  laboratory   mashing   performed  on  powdered  meal), 

(2)  at  least  2"]  per  cent  of  the  aggregate  nitrogen  amount  of  the 
malt   take    the    form    of  proteolytic   decomposition  products,    and 

(3)  the  laboratory  wort  does  not  contain  any  proteid  matters  be- 
longing to  the  group  Albumin  II  —  see  p.  385.  This  (the  rational) 
mode  of  valuation  requires  seven  nitrogen  estimates  in  each 
malt  sample. 

(b)  A  perfectly  normal  and  completed  proteid  conversion  has 
been  attained,  if  (i)  at  least  33  per  cent  of  the  aggregate  nitrogen 
amount  of  the  malt  enter  into  solution  during  mashing,  (2)  at 
least  19  to  20  per  cent  of  the  aggregate  nitrogen  amount  of  the 
malt  occur  in  the  wort  in  the  form  of  tryptic  decomposition  pro- 
ducts, and  (3)  at  least  5  to  6  per  cent  of  the  aggregate  nitrogen 
amount  of  the  malt  occur  in  the  wort  in  the  form  of  Albumin  I 
—  see  p.  387.  This  (empirical)  mode  of  valuation  requires  four 
nitrogen  estimates  in  each  malt. 

(c)  A  well  germinated  malt  should  give  at  least  3  gr.  of  root 
to  each   100  gr.  of  malt-grain  —  see  p.  387. 


In  addition  to  the  thanks  already  expressed  to  Professor 
Hjalmar  Nilsson  and  Dr.  Hans  Tedin,  I  also  owe  a  debt 
of  gratitude  to  the  late  Professor  E.  Chr.  Hansen  for  much 
good  advice  and  many  a  valuable  hint  with  which  he  kindly 
assisted  me,  not  only  in  the  course  of  the  research-work  itself, 
but  also  in  elaborating  the  present  memoir. 

March  igog. 


NOTE  SUPPLEMENTAIRE  AU  MEMOIRE 
INTITULE:  ETUDES  ENZYMATIQUES. 
II.  SUR  LA  MESURE  ET  L'IMPORTANCE 
DE  LA  CONCENTRATION  DES  IONS 
HYDROGENE  DANS  LES  REACTIONS 
ENZYMATIQUES. 


PAR 

S.  p.  L.  S0RENSEN. 


Dans  un  precedent  memoire  ayant  le  titre  ci-dessus^),  j'ai  de- 
crit  un  certain  nombre  de  solutions  etalons  qui,  melangees 
en  proportions  convenables,  fournissent  des  liqueurs  de  conipa- 
raison  propres  a  servir  au  mesurage  colorimetrique  de  la  con- 
centration en  ions  hydrogene.  Parmi  ces  solutions  il  s'en  trouve 
une  solution  moleculaire  au  ^/i5  de  phosphate  secondaire  de 
sodium  de  la  composition  Nao  HPO4,  2  HoO. 

Les  exigences  relatives  a  la  purete  de  ce  sel,  sont  les 
suivantes: 

I**  La  solution  aqueuse  du  sel  doit  etre  limpide,  et  ne  ren- 
fermer  ni  sulphate  ni  chlorure. 

2^  Apres  vingt-quatre  heures  de  dessiccation  a  100"  et  sous 
une  pression  de  20  a  30  millimetres,  puis  chaut^'age  prudent  au 
rouge  sombre  jusqu'a  poids  constant,  la  perte  totale  de  poids 
doit  etre  de  25.28^0.1^0;  pour  cette  operation  on  prend  en- 
viron 5   gr. 

Une  recherche  directe  en  vue  dune  teneur  possible  en  phos- 
phate primaire  ou  normal,  n'est  pas  exigee;  toutefois  il  faut  ajou- 
ter  que  tous  les  echantillons  de  phosphate  sodique  secondaire  en 
solution  aqueuse  desquels  nous  nous  sommes  servi  dans  I'execu- 
tion  du  travail  mentionne,  ont  donne  avec  la  phenolphtaleine  une 
couleur  d'un  rouge  faible  mais  bien  distinct,  reaction  consid^ree 


^)  Comptes  rendus  des  travaux  du  Laboratoire  de  Carlsberg  8,   i    (1909). 
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ordinairement  comme  caracteristique  du  sel  secondaire  pur.  Ce- 
pendant,  dans  quelques  recherches  effectuees  ces  derniers  temps, 
nous  avons  constate  que  le  phosphate  sodique  secondaire  regarde 
comme  pur,  contient  en  realite  trois  a  quatre  pour  cent  de  sel 
primaire,  dont  il  peut  etre  debarrasse  par  une  ou  deux  nouvelles 
cristallisations  dans  de  I'eau. 

Une  solution  aqueuse  du  sel  ainsi  purifie  donne  avec  la 
phenolphtaleine  (voir  Tepreuve  mentionnee  ci-dessous)  une  forte 
couleur  rouge.  Comme  le  sel  se  comporte  de  la  meme  maniere, 
meme  si  Ton  repete  la  recristallisation,  on  peut  a  mon  avis  y 
voir  une  preuve  de  la  purete  du  sel  recristallise. 

II  va  sans  dire  que  rien  n'empeche  d'utiliser  comme  matiere 
etalon  un  phosphate  sodique  secondaire  renfermant  du  sel  pri- 
maire, pourvu  que  la  quantite  de  ce  dernier  soit  toujours  la 
meme  et  se  laisse  facilement  definir,  ainsi  qu'il  a  ete  le  cas 
pour  les  preparations  employees  par  nous,  lesquelles  avec  la 
phenolphtaleine  ont  toutes  donne  invariablement  une  faible  cou- 
leur rouge ^).  D'un  autre  cote,  il  faut  y  regarder  a  deux  fois  a 
se  servir  comme  matiere  etalon  d'une  substance  impure,  dont  la 
preparation  risque  de  ne  pas  donner  la  surete  voulue,  qu'on 
est  certain  d'obtenir  lorsqu'il  s'agit  de  la  preparation  d'une 
substance  pure,  dont  la  recristallisation  ne  peut  pas  etre  repetee 
trop  souvent.  C'est  pourquoi  il  ma  semble  rationnel  de  rem- 
placer  le  phosphate  secondaire  impur  par  le  phosphate  pur, 
malgre  I'inconvenient  qu'il  pouvait  y  avoir  a  faire  dans  la  courbe 
de  phosphates  de  la  table  principale  les  corrections  que  cela  com- 
porte. II  est  evidemment  indispensable  de  pouvoir  controler  sans 
trop  de  difficulte  si  le  phosphate  secondaire  adopte  est  reelle- 
ment  pur  sous  le  rapport  en  question,  ou  bien  s'il  renferme  en 
quantite  appreciable  du  phosphate  primaire  ou  normal.  C'est 
pourquoi  il  est  necessaire  que  le  sel  secondaire  suppose  pur,  a 
cote  des  exigences  de  purete  indiquees  plus  haut,  puisse  soutenir 
I'epreuve  suivante: 

Dans  un  flacon  jauge  de  lOO  cc.  et  rempli  d'air  exempt 
d'acide  carbonique,  on  fait  dissoudre  dans  de  I'eau  bouillie  i '"^,2 
du    sel;    puis    on    verse  de    I'eau    jusfiu'au    trait.    Sur   la   solution 

*)  Nous  avons  aussi  examine  un  certain  nonibre  ile  jircparalions,  se  trouvanl 
dans  le  commerce,  de  phosjihale  sodi(|uc  comniun,  preparations  (pii  sont 
exemptes  de  chlorure  et  de  sulphate  :  Additionnees  de  phenolphtaleine,  ellcs 
ont   toutes  donne   une   couleur  Icj^'crcuioiit   rosco,    mais  jamais   un   tort   roui;c. 
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ainsi  obtenue  on  preleve  trois  fois  lo  cc.  En  meme  temps  on 
prepare  les  melanges  de  borate  suivants  mentionnes  dans  mon 
memoire  principal  (page  43):  «8  borate  -|-  HCb,  «9  borate  -|- 
HC1»,  «io  borates,  «g  borate  +  NaOH»  et  «8  borate  +  NaOH». 
A  chacune  de  ces  8  liqueurs  on  ajoute  5  gouttes  de  phenol- 
phtaleine  (oe'-,5  dans  500  cc.  d'alcool  -f  500  cc.  deau).  Les  solu- 
tions de  phosphate  devront  alors  prendre  une  teinte  rouge  d'une 
intensite  analogue  a  celle  du  melange  «I0  borate* ;  il  faut  en 
tout  cas  quelles  soit  situees  entre  «9  borate  -f  HC1»  et  «g  borate 
+  NaOH».  Si  alors  a  Tune  des  solutions  phosphatiques  on  ajoute 
une  goutte  de  lessive  normale  au  Vio  de  sonde,  et  a  une  autre 
une  goutte  d'acide  chlorhydrique  normal  au  ^/lo,  la  premiere 
devra  prendre  une  couleur  rouge  plus  intense  que  celle  de  «8 
borate  +  NaOH»,  tandis  que  la  seconde  apparaitra  dune  teinte 
moins  intense  que  celle  de   «8  borate  4-  HCK. 

Dans  ces  conditions  il  etait  naturel  d'examiner  si  I'autre 
phosphate  servant  de  matiere  etalon:  le  phosphate  primaire  de 
potassium,  n'etait  pas,  lui  aussi,  susceptible  d'une  purification 
ulterieure  au  moyen  d'une  recristallisation  reiteree.  Cet  examen 
nous  a  permis  de  constater  que  le  phosphate  primaire  jusqu'ici 
utilise  doit  bien  etre  considere  comme  pur;  mais  d'un  autre  cote, 
lors  du  mesurage  electrometrique  de  solutions  de  phosphate  pri- 
maire de  la  purete  duquel  il  n'y  avait  pas  a  douter,  il  nous  est 
arrive  d'avoir  des  valeurs  qui  s'ecartaient  de  quelques  millivolts 
de  la  valeur  mdiquee  pour  le  phosphate  primaire  pur  dans  le 
memoire  precedent:  n  —  0.5990.  C'est  pourquoi  je  suis  d'avis 
qu'il  convient  de  pointiller  dans  la  courbe  de  phosphates  la  sec- 
tion comprise  entre  «primaire  pur»  et  «0.25  secondaire»,  pareille- 
ment  a  ce  qui  a  lieu  partout  ou  les  courbes  de  la  table  sont 
pres  d'etre  paralleles  a  I'axe  des  abscisses.  De  plus,  j'ai  cru 
necessaire  de  prescrire  pour  le  phosphate  potassique  primaire,  une 
epreuve  de  purete  pareille  a  celle  exigee  pour  le  sel  sodique 
secondaire. 

On  fait  dissoudre  Qi'-\<^  de  phosphate  potassique  primaire  dans 
de  I'eau  bouillie,  comme  il  a  ete  indique  plus  haut,  et  Ton  complete 
la  solution  jusqu'a  lOO  cc.  Comme  liqueurs  de  comparaison  on 
emploie  «6 — 7—7,5 — 8 — 9  citrate  -f  HC1».  A  ces  liqueurs,  ainsi 
qu'a  10  cc  de  la  solution  phosphatique,  on  ajoute  10  gouttes  de 
solution  de  reactif  indicateur  (o^"^,  i  du  sel  sodique  de  I'acide 
a-naphtjdamino-azo-parabenzenesulfonique  dans  600  cc.  d'alcool  + 
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400  cc.  d'eau;  N°  12  de  la  liste  des  indicateurs^)).  Pour  ce  qui 
concerne  sa  teinte,  la  solution  phosphatique  doit  se  trouver  au 
voisinage  de  «7,5  citrate  +  HCh ,  et  en  tout  cas  entre  «7  ci- 
trate -f  HC1»   et   «8  citrate  -f  HC1»,  tandis   qu'une  addition  d'une 


Composition 
du  melange  phosphatique 

Valeurs  trouvees  pour 

le  phosphate  secondaire 

impw 

Valeurs  trouvees  pour 
les  phosphates  purs 

Force  elec- 
tromotrice 

31 

Exposant 
des  ions 
hydrogene 

Force  elec- 
tromotrice 

31 

Exposant 

des  ions 

hydrogene 

P^ 

10    cc. 

de  phosph.  sec. 

0.8167 

8.302 

0.8675 

(9.18,) 

9.9  - 

—          - +0.1  cc.  de  phosph.  prim. 

0.8092 

8.17, 

0.8385 

(8.67,) 

9-75- 

—          -  +0.25  -    -         —          — 

0.8015 

8.03  H 

0.8188 

8.338 

9-5    - 

-        -          -+0.5     -    -         -          - 

0.7914 

7.863 

0.8018 

8.043 

9       - 

—          - +1        -    -         —          — 

0.7790 

7-64  8 

0.7838 

7.73 1 

8       - 

—             - +2          -     -           —            — 

0.7616 

7-34  7 

0.7636 

7.38, 

7       - 

-       -         -+3       -    -        -         — 

0.7500 

7-Mb 

0.7513 

7.166 

6 

-       —         -+4       -    -        —         — 

0.7402 

6-97  6 

0.7404 

6.979 

5       - 

-       -         -+5       -    -        -         — 

0.7308 

6.81, 

0.7308 

6.81 3 

4 

-       —         .+6       -    -        -         — 

0.7210 

6.643 

0.7210 

6.643 

3       ■ 

-       -         -+7       -    -        -         - 

0.7109 

6.46 « 

0.7109 

6.468 

2 

.       _         .+8       .    -        -         — 

0.6977 

6.23a 

0.6977 

6.289 

I 

-       —         -+9       -    -        —         — 

0.6787 

5-9I0 

0.6785 

5.906 

0-5    - 

-       -         -+9-5    -    -        -         - 

0.6608 

5 -600 

0.6602 

5.589 

0.25  - 

-       -         -+9-75-    -        -         - 

C.6438 

5-30.S 

0.6428 

5.28, 

0.1    - 

-       —         -+9.9    -    -        —         — 

0.6248 

4-97  s 

0.6230 

(4.94,) 

10     -    -        —        — 

0.5990 

4-529 

0.5970 

(4.494) 

goutte  d'acide  chlorhydrique  normal  au  Vio  ou  d  une  goutte  de 
lessive  normale  au  ^/lo  de  sonde,  doit  emmener  la  teinte  de  la 
solution  phosphatique  distinctement  hers  de  ces  limites  ^). 


^)  Comptes-rendus  des  travaux  du  Laborat.  de  Carlsberfj  8,   117  (1909). 

')  11  va  de  soi  qu'au  point  de  vue  purement  theori(iue,  lorsqu'il  s'agit  de  veri- 
fier la  puretc  d'une  maliere  elalon,  il  n'esl  pas  bon  d'utiliser  une  autre  solu- 
tion ^talon,  qui  peut  etre  impure  eile-meme.  Si  pour  les  epreuves  de  purete 
ci-dessus  decrites  des  phosphates,  j'ai  neanmoins  propose  d'employer  des 
melanges  respeclivcmenl  de  borate  et  dc  citrate,  c'est  parce  que  dans  ces 
cas  sp^ciaux  nous  avons  affaire  a  des  melanges  corres|iondant  a  des  jiarlies 
pres(|ue  verticalcs  de  la  courbe  dc   borate  ou  de  citrate;    par  suite,  de  I'niblos 
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En  partant  de  matieres  etalons  satisfaisant  non  seulement  aux 
exigences  anterieures,  mais  aussi  a  celles  etablies  dans  la  presente 
note,  on  a  prepare  des  solutions  etalons,  comme  il  a  ete  decrit  dans 
le  memoire  principal  (a  I'endroit  cite.  p.  35).  Nous  avons  employe 
des  solutions  etalons  de  trois  echantillons  differents  de  phosphate 
primaire  (dont  deux  etaient  fournis  par  C.  A.  F.  Kahlbaum, 
tandis  que  le  troisieme  avait  ete  prepare  par  recristallisation  dans 
notre  laboratoire)  et  trois  solutions  de  phosphate  secondaire  (deux 
echantillons  de  Kahlbaum  et  un  troisieme  prepare  par  trois  cri- 
stallisations  successives  d'une  preparation  de  Kahlbaum).  Des 
melanges  de  ces  solutions  etalons  ont  ete  mesures  electrometrique- 
ment,  de  la  maniere  habituelle,  par  M.  S.  Palitzsch.  Les  resul- 
tats  de  ces  mesurages,  qui  montraient  une  bonne  concordance  entre 
eux,  sont  reproduits  ci-contre  sous  forme  de  tableau  synoptique, 
auquel  nous  avons  ajoute,  pour  faciliter  la  comparaison,  les  valeurs 
trouvees  anterieurement  pour  le  phosphate  secondaire  impur. 

A  I'aide  des  valeurs  de  p+,  indiquees  en  caracteres  gras  a 
la  derniere  colonne,  on  pourra  aisement  apporter  les  modifications 
necessaires  a  la  courbe  de  phosphates  de  la  table  principale,  de 
fa^on  a  la  faire  correspondre  aux  phosphates  reellement  purs  que 
Ton  trouve  chez  C.  A.  F.  Kahlbaum,  a  Berlin.  Les  quatre  va- 
leurs de  p+  mises  entre  parentheses,  indiquent  que  la  courbe  doit 
etre  pointillee  depuis  « primaire  pur»  jusqu'a  «0,25  sec.»,  et  de 
«9,75  sec.»  a  «io  sec.»^). 

Le  tableau  comme  aussi  la  courbe  de  phosphates  modifiee, 
montrent  que  la  difference  trouvee  n'a  d'importance  pratique  que 
pour  les  melanges  de  phosphates  les  plus  alcalins.  Pour  tous 
ceux  situes  autour  du  point  neutre,  la  difference  trouvee  est  ex- 
tremement  minime  et,  d'ailleurs,  tantot  positive  et  tantot  negative; 
aussi,  en  ce  qui  concerne  ce  chapitre-la,  avons-nous  cru  devoir 
maintenir  les  anciennes  valeurs. 

Nous  avons  profite  de  I'occasion  pour  nous  procurer  chez 
C.  A.  F.  Kahlbaum  deux  nouveaux  echantillons  des  autres  ma- 
tieres etalons  aussi  (glycocoUe,  acides  citrique  et  borique),  et  nous 
en  avons  verifie  la  purete,  de  meme  que  nous  avons  mesure  par 
voie  electrique  quelques  solutions  etalons  preparees  a  partir  deux. 


quantites  d'impureles  dans  les  solutions   de  citrate  ou  de  borate,  sont  ici  sans 
consequence. 
')  Aux  tables  de  courbes  mises    en    vente    sera   joint    un    exemplaire  de  la  pre- 
sente note. 
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Pour  ces  substances    nous    avons  constate  un  parfait  accord  avec 
les  resultats  relates  dans  le  memoire  principal. 

11  ne  me  reste  plus  qu'a  faire  remarquer  que  toutes  les 
questions  discutees  dans  ce  dernier  —  par  exemple,  le  degre  de 
precision  et  I'application  des  methodes  electrometrique  et  colori- 
metrique  dans  diverses  conditions,  aussi  bien  que  les  exemples 
cites  de  I'importance  de  la  concentration  en  ions  hydrogene 
pour  les  scissions  enzymatiques  —  ne  sont  point  atteintes  par  la 
legere  modification  qui  fait  I'objet  de  la  presente  note. 

Octobre  igog. 
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9.0 

//./ 

12. 1 
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7-9 

74 

7-5 
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10.6 

12.2 
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11.6 

10.6 

8.0 

6.8 
6.8 
6.5 
8.6 
10.4 

13-3 
9.0 

7-5 

9-7 

10.8 


P  +  T 


38.5 
38.4 
39-^ 

26.9 

40.1 
37-0 
39-6 
323 
28.4 

314 
311 
36.1 
41.6 

37-S 
40.4 

31.8 

27.0 
25.8 
22.9 

384 
47.6 

32.7 
25.8 
33-9 
39-2 


Decomposition  of  the  malt 

according  to  the  schedule 

given  previously. 
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12. 1 

8.0 


40.4 
3"-9 


Ai+Aii  =  0;  An  >^a 
An- An  =  0;  All  — -^a 
Ai+Aii  >o;  An  >-^a 
■  Ai+Aii  =  0;   Aii  =  -^a 

>  Al+Aii  =0;   An  >  -^a 


'Ai+Aii>o;  Aii>-^a 

Ai+Aii  =:o;  An  =-^a 

Ai+An  =  o;  An  >-i-a 

•Ai+An  =  o;  An=-^.i 


Ai+An  <o;   An  >-r-a 

Ai+An  <o;  An  =-ra 

Ai  +An  —  o;  An  —-7- a 

Ai  +  An  —  o;  An  >-^a 

Ai  +  All  <o;  An  >-^a 

The  transformation  iiorni.TJ 
hut   not  finished 
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